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Aunque la mayoría de los microorganismos que colonizan la cavidad bucal son 
compatibles con la salud periodontal. Hay patobiontes específicos que han mostrado 
patogenicidad al alterar la tolerancia inmune del huésped, causando una inflamación 
crónica en los tejidos periodontales que conduce a los cambios destructivos en el 
tejido conectivo y óseo que caracterizan a la periodontitis. A pesar de que el factor 
etiológico principal de la periodontitis son los microorganismos que residen en la 
biopelícula subgingival, sólo un pequeño grupo de bacterias se ha asociado 
directamente con el inicio y la progresión de esta enfermedad, principalmente las 
implicadas en el cambio de la microbiota en estado simbiótico al estado disbiótico. La 
formación de la biopelícula desencadena la expresión de proteínas, en comparación 
con las células planctónicas. 
Objetivo: 
Estudiar la expresión diferencial de proteínas de las bacterias periodontales 
(Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, 
Porphyromonas gingivalis), en la biopelícula frente al estado planctónico, utilizando 
herramientas proteómicas. 
Material y métodos: 
Secuencia de tres estudios in vitro:   
- Estudio 1, de la expresión diferencial de proteínas de 
A.actinomycetemcomitans  
- Estudio 2, de la expresión diferencial de proteínas de F. nucleatum  
- Estudio 3, de la expresión diferencial de proteínas de P. gingivalis  
Se formaron biopelículas monoespecie de F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans 
en portaobjetos recubiertos de hidroxiapatita, mientras que la biopelícula de  
P. gingivalis se formó sobre discos de hidroxiatapatita. Los cultivos de células 
planctónicas se obtuvieron inoculando medio BHI (brain heart infusion) modificado 
con la suspensión bacteriana. Las muestras se incubaron en condiciones anaeróbicas a 
37ºC durante 24 horas (estudio 1 y 2) y 96 horas (estudio 3). Para la extracción de las 
proteínas, la biopelícula y las células planctónicas se rompieron mediante sonicación. 
El estudio 1 y 2 se realizó utilizando la tecnología de electroforesis bidimensional con 
marcaje fluorescente, el estudio 3 se realizó mediante cromatografía líquida-
espectrometría de masas. 
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Resultados: 
- Estudio 1: 87 proteínas se expresaron diferencialmente durante el crecimiento 
en la biopelícula, siendo 13 sobreexpresadas y 37 reprimidas.  
- Estudio 2: 68 proteínas se expresaron diferencialmente durante el crecimiento 
en la biopelícula, siendo 20 proteínas reprimidas y 31 sobreexpresadas.  
- Estudio 3: se identificaron 602 proteínas, 565 en estado planctónico y 573 en la 
biopelícula, con 29 y 37 proteínas exclusivas respectivamente. De estas 
proteínas, 26 fueron sobreexpresadas y 34 reprimidas.  
Conclusión:  
El proteoma de bacterias periodontales exhibió perfiles de expresión diferencial 
















Although the majority of the micro-organisms that colonise the oral cavity and dental 
surfaces are compatible with periodontal health, there are specific pathobionts that 
have shown pathogenicity by disrupting the host immune tolerance and causing a 
chronic unresolved inflammation in the periodontal tissues leading to the destructive 
changes in the connective and bone tissue metabolism that characterize periodontal 
disease. Despite the fact that the primary etiological factor of periodontitis are the 
microorganisms residing in the subgingival biofilm, only a small group of bacteria 
have been directly associated with initiation and progression of this disease, mainly 
those involved in the switching symbiotic microbiota into a dysbiotic state. Numerous 
studies have demonstrated that the biofilm formation triggers the expression of 
specific sets of proteins, compared to planktonic cells. 
The aim of this investigation was to study the protein differential expression of 
periodontal bacteria (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium 
nucleatum, Porphyromonas gingivalis), when growing in biofilm compared to 
planktonic state using proteomic tools. 
Materials and methods:  
Sequence of three in vitro studies: 
- Study 1, the differential expression of proteins of A. actinomycetemcomitans 
- Study 2, the differential expression of proteins of F. nucleatum 
- Study 3, the differential expression of proteins of P. gingivalis  
Monospecies biofilms of periodontal bacteria F. nucleatum and A. 
actinomycetemcomitans were formed on sterile plasma coated hydroxyapatite slides, 
while the biofilm of P. gingivalis was formed on the hydroxtyapatite discs. Planktonic 
cell cultures were obtained by inoculating modified BHI medium with bacteria 
suspension. All samples were incubated in anaerobic conditions at 37ºC during 24 
hours (Study 1 and 2) and 96 hours (Study 3). To extract the proteins, biofilm and 
planktonic cells were disrupted by sonication. The study of differential expression in 
the study 1 and 2 was performed using Differential in Gel Electrophoresis and in 





- Study 1: 87 proteins were differentially expressed during biofilm growth, being 
13 over expressed and 37 down expressed  
- Study 2: 68 proteins were differentially expressed during biofilm growth, being 
20 down-expressed and 31 over-expressed 
- Study 3: 602 total proteins were identified, 565 when P.gingivals grew in 
planktonic state and 573 in biofilm, with 29 and 37 exclusive proteins 
respectively. Of these proteins 60 were differenially expressed, 26 were up-
regulated and 34 down-regulated.  
Conclusion: proteome of periodontal bacteria exhibited differential expression 






















I. Las enfermedades periodontales 
 
Las enfermedades periodontales son procesos infecciosos que afectan a los 
tejidos de soporte del diente (periodonto). Se clasifican en dos grandes grupos: 
gingivitis y periodontitis.  
La gingivitis se caracteriza por la presencia de signos y síntomas clínicos de 
inflamación en la encía, sin que se presenten alteraciones en la inserción conectiva del 
diente, ni en el hueso alveolar (Murakami y cols., 2018).  
La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crónica multifactorial, asociada 
con biopelículas de placa disbiótica y caracterizada por la destrucción progresiva del 
aparato de soporte del diente, que, si no se trata, provoca la pérdida de dientes, lo que 
con frecuencia conduce a disfunción masticatoria, deterioro de la estética, y puede 
derivar en desigualdad social y en un impacto negativo general en la calidad de vida 
del sujeto que lo padece (Papapanou y cols., 2018). La periodontitis es un problema 
grave de salud pública debido a su alta prevalencia, ya que afecta al 30-50% de la 
población adulta (Petersen y Ogawa, 2012) y la periodontitis grave, con una 
prevalencia global del 11,2%, conlleva una importante carga sanitaria, social y 
económica (Kassebaum y cols., 2014). 
Además, estudios epidemiológicos transversales y prospectivos han demostrado 
que la periodontitis tiene un impacto potencialmente negativo en la salud general, ya 
que existe evidencia de su asociación significativa con distintas enfermedades 
sistémicas, tales como enfermedades cardíovasculares (Genco y Sanz, 2020; Orlandi 
y cols., 2020), artritis reumatoide (Bartold y Lopez-Oliva, 2020; de Molon y cols., 
2019), diabetes (Genco y Borgnakke, 2020; Polak y cols., 2020), etc. 
De acuerdo con la “Hipótesis de la placa no específica” se ha aceptado que la 
gingivitis es inducida por una acumulación de masa de bacterias formando un biofilm 
dental (placa dental), sin embargo, el enfoque etiológico en la periodontitis es mucho 
más complejo. Tradicionalmente se adscribió un papel etiológico prominente a un 
grupo de bacterias anaeróbicas específicas, el "complejo rojo" (que incluye 
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola) (Socransky y 
cols., 1998). Posteriormente, los estudios empleando técnologías moleculares de 
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identificación bacteriana han demostrado que no solo intervienen este pequeño grupo 
de patógenos, sino que son muchos los microorganismos involucrados en el desarrollo 
del biofilm subgingival patogénico, muchos de ellos todavía sin identificar. Además 
se ha demostrado que el mecanismo patogénico clave es la transformación del biofilm, 
de un estado simbiótico a un estado disbiótico, lo que provoca alteraciones en la 
relación microbio-huésped suficiente para iniciar el proceso inflamatorio. Según la 
“Keystone-Pathogen Hypothesis” los patógenos microbianos tienen efectos 
desproporcionadamente grandes en sus comunidades en relación con su abundancia 
(Hajishengallis y cols., 2012, 2011). Se ha demostrado que P. gingivalis puede alterar 
la inmunidad innata de manera que altera el crecimiento y desarrollo de la biopelícula, 
provocando un cambio destructivo en la interacción homeostática huésped-microbio 
(Darveau, 2010). 
El diagnóstico de esta fase dinámica de la enfermedad en la que intervienen 
directamente las interacciones de las bacterias más patógenas con distintos 
componentes de nuestros mecanismos inflamatorios e inmunes han sido el foco de 
antencion de las investigaciones en los últimos años. Estos estudios moleculares, 
bioquímicos y fisiológicos permitirán desarrollar nuevas estrategias diagnósticas y 
terapéuticas para combatir la periodontitis. Entre estas investigaciones, el estudio del 
proteóma de bacterias específicas creciendo en el biofilm revelará patrones de 
expresión proteínica, lo que permitirá enfocar dichas estrategias diagnósticas y 
preventivas. 
 




La microbiota oral representa el 25% de la microbiota humana e incluye más de 
700 especies bacterianas diferentes (Dewhirst y cols., 2010). Durante los últimos 100 
años, la investigación se ha centrado en estudiar la fase planctónica de las bacterias, 
pero ahora se sabe que los microorganismos orales no crecen en aislamiento, sino que 
se organizan como biopelículas. El biofilm o biopelícula se ha definido por Costerton 
y colaboradores como poblaciones microbianas en el interior de una matriz 
extracelular, a la cual las bacterias se adhieren entre sí, así como a superficies sólidas 
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en un medio líquido (Donlan y Costerton, 2002). En condiciones de adecuada higiene 
bucal, la biopelícula dental no alcanza el suficiente volumen y maduración para 
provocar inflamación y la biopelícula contiene fundamentalmente bacterias 
simbiontes que protegen frente a la colonización de bacterias patogénicas. Sin 
embargo, cuando estas biopelículas alcanzan una masa de bacterias relevante y su 
grado de maduración ocasiona importantes cambios ecológicos en su estructura, se 
produce un sobrecrecimiento de las bacterias más patógenas que desplazan a las 
bacterias simbiontes y son entonces capaces de generar patología. De hecho, las 
enfermedades bucales más comunes, tales como caries, gingivitis y periodontitis son 
causadas por biopelículas patógenicas (Manji y cols., 2018). 
 
2. Estructura, formación y desarollo de la biopelícula 
 
Los microbios que se encuentran en las biopelículas naturales no se distribuyen al 
azar, sino que están organizados espacial y funcionalmente, formando una microbiota 
muy diversa. La formación de la biopelícula podría considerarse como un proceso de 
diferenciación y desarrollo caracterizado por varias etapas comunes, que incluyen 
adhesión, agregación, producción de una matriz extracelular y comunicación 
intercelular. Su desarrollo se inicia por la adherencia de especies bacterianas pioneras, 
generalmente no patógenas, a las proteínas salivares y a las glicoproteínas adsorbidas 
en la superficie dentaria (película adquirida), originando una monocapa sobre la 
superficie y formando, al mismo tiempo, microcolonias. Las células modificarán 
ahora su comportamiento y darán lugar a la compleja arquitectura de la biopelícula 
madura, mediante la producción de una matriz de exopolímeros, constituida 
principalmente por exopolisacáridos, que cementará todo el conjunto y hará que los 
microbios queden atrapados. Si las condiciones son las adecuadas, la biopelícula se 
extenderá hacia zonas no colonizadas (Marsh, 2005; Socransky y cols., 1998). La 
población crecerá y se hará más compleja, lo que traduce cambios en las poblaciones 
bacterianas predominantes que evolucionan de bacterias gram-positivas, a gram-




Figura 1. Modelo espacio-temporal de colonización bacteriana oral. Comenzando en la parte 
inferior, los colonizadores primarios se unen a través de adhesinas a los receptores salivales 
complementarios en la película adquirida que recubre la superficie del diente. Los 
colonizadores secundarios se unen a bacterias previamente unidas. Adoptado de 
Kolenbrander et al. 2006.  
 
Los primeros colonizadores (principalmente los estreptococos, por ejemplo, 
Streptococcus mitis, Streptococcus oralis) coagregan uno con el otro y con 
Fusobacterium nucleatum Aggregatibacter actinomycetemcomitans y P. gingivalis, 
patógenos periodontales y los colonizadores tardíos de la cavidad oral, se adhieren 
casi exclusivamente con ayuda de F. nucleatum (Kolenbrander y cols., 2006).  
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3. Ventajas de la biopelícula frente al estado planctónico 
 
La gran mayoría de las bacterias en la boca se encuentran adheridas a las 
superficies formando biopelículas (Costerton y Wilson, 2004). La mayoría de las 
biopelículas naturales contienen múltiples especies, como se mencionó anteriormente, 
que participan en una amplia gama de interacciones físicas, metabólicas y 
moleculares, y se denominan comunidades microbianas. Las bacterias dentro de la 
comunidad microbiana tienen propiedades radicalmente diferentes después de la 
fijación a una superficie (Marsh, 2005). Estas propiedades están dirigidas a su 
supervivencia, aportando beneficios a los organismos participantes e incluyen entre 
ellos: 
- Mejora de las condiciones de crecimiento. Las bacterias no solo pueden 
preparar el medio ambiente para otras especies (como lo hacen los primeros 
colonizadores para las posteriores), pero también los consorcios microbianos 
aumentan su diversidad y eficiencia metabólica, desarrollando las condiciones 
adecuadas para cada bacteria (van Steenbergen y cols., 1984). 
- Sinergismo patogénico o, en otras palabras, mayor capacidad para causar 
patología. Las infecciones polimicrobianas causadas por comunidades 
bacterianas tienen un curso mucho más grave, ya que las bacterias que flotan 
individualmente apenas causan patología (van Steenbergen y cols., 1984).  
- Mayor resistencia. Una consecuencia clínica importante de la organización 
estructural y funcional de la biopelícula es su menor susceptibilidad a los 
agentes antimicrobianos, mayor tolerancia al estrés ambiental y las defensas del 
huésped. Las células bacterianas no solo pueden producir enzimas 
neutralizantes (Brook, 1989) como β-lactamasa, sino también dar protección 
física frente a la fagocitosis al encontrarse las células en estratos profundos de 











Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un microbio oral del género 
Aggregatibacter y miembro de la familia Pasteurellaceae. A lo largo de su historia 
esta bacteria sufriría modificaciones en su nomenclatura. Inicialmente fue conocido 
como Bacterium actinomycetemcomitans luego la nombraron Bacterium comitans. 
Con el paso del tiempo se denominó Actinobacillus actinomycetemcomitans  y en la 
actualidad recibe el nombre de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Nørskov-
Lauritsen y Kilian, 2006). 
Según Paster y colaboradores, existen 9 phila orales y A. actinomycemcomitans 
pertenece al philum de los Proteobacteria y, dentro de él, a la familia Pasteurellaceae 
y, al género Aggregatibacter, previamente Haemophilus (Paster y cols., 2001). 
Basado en la presencia de proteínas capsulares específicas se puede detectar una 
respuesta individual distinta generada por anticuerpos, lo que permite dividir a  
A. actinomycemcomitans en seis serotipos (de la “a” a la “f”). Esta variabilidad 
genética ha sido asociada a diferentes niveles de virulencia. Se ha propuesto que esta 
especie puede estar agrupada en tres grandes linajes filogenéticos (Henderson y cols., 
2010): 
- Cepas del serotipo b 
- Cepas del serotipo c 
- Cepas de los serotipos a, d, e, y f   
La mayoría de los sujetos albergan un único serotipo que permanece estable durante 
años. De manera ocasional, los individuos están colonizados por dos o tres serotipos 
(esto es más frecuente en Japón, donde 33% de las localizaciones evaluadas presentan 
más de un serotipo de A. actinomycemcomitans) (Rylev y Kilian, 2008). 
La distribución global de los distintos serotipos no es homogénea y la asociación 
entre los distintos serotipos y el estado periodontal puede depender de la localización 
geográfica y/o la etnia de la población estudiada. Por ejemplo, en España los serotipos 
predominantes son “a” y “b” (Mínguez y cols., 2014). En una revisión sistemática 
(Brígido y cols., 2014) en la que se analizan 12 estudios en los que se realiza un 
análisis mediante PCR en 8 países distintos (Japón, Brasil, Estados Unidos, Indonesia, 
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Suiza, Alemania, Grecia y Tailandia), concluyó que los serotipos “a”, “b” y “c” son 
predominantes mundialmente, los serotipos “d” y “e” son poco frecuentes y la 
prevalencia del recientemente descubierto serotipo “f” es todavía desconocida. En 
Estados Unidos el serotipo predominante es el “c”. El serotipo “a” es más prevalente 
que el “b” (Doğan y cols., 2016). Por otra parte, se ha propuesto la existencia de un 
nuevo serotipo, denominado serotipo “g”, debido a la imposibilidad de tipificarlo 
dentro de los seis serotipos conocidos “a-f”, que se ha relacionado con una baja 
actividad citotóxica y alta formación de biofilm (Takada y cols., 2010). 
Existe una variante de A. actinomycetemcomitans serotipo B denominado como 
clon JP2, este tipo clonal virulento se ha aislado en individuos de origen africano 
(Haubek, 2010). Estudios sobre el gen de la leucotoxina han observado que las cepas 
que poseen una delección en el par de bases 530 en la región promotora del gen 
operón de la leucotoxina, producen de 10 a 20 veces niveles más altos de leucotoxina 
(Brogan y cols., 1994). Esta variable está fuertemente relacionada con la perdida de 




Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un coco-bacilo gram negatívo, 
capnofílico y anaerobio facultativo. Este patógeno requiere CO2 (5-10%) para su 
crecimiento. Su tamaño es de 0.4-0.5 µm x 1.0–1.5 µm (Henderson y cols., 2010). 
Cuando es cultivado en agar, tiene una forma característica de estrella (Figura 2), 
debido a la perdida de fimbrias que ocurre en el paso de su forma rugosa a lisa. Esta 
bacteria es no esporulada, no motil, no hemolítica, catalasa y oxidasa positiva; es 
sacarolítica y produce enzimas específicas como β-glucuronidasa y β-galactosidasa 
para la fermentación de los azúcares (Olsen y cols., 1999). 
 
 Figura 2. Colonia de A. actinomycetemcomitans, con la forma 
característica de estrella. Adoptado de UCL Eastman Dental 




En cuanto a su ultraestructura, A. actinomycetemcomitans posee: 
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- Vesículas superficiales: son estructuras que aparecen en la superficie de la 
bacteria, de naturaleza lipopolisacárida. Se liberan al medio externo y están 
relacionadas con la leucotoxicidad de la bacteria, de modo que las cepas 
leucotóxicas de A. actinomycemcomitans tienen un gran número de vesículas en 
su membrana externa, mientras que las cepas no-leucotóxicas poseen ninguna o 
pocas vesículas (Mintz y Fives‐Taylor, 1999). Pueden contener leucotoxina, 
bacteriocinas, colagenasas, adhesinas y endotoxinas (Åberg y cols., 2014). 
- Adhesinas: proteínas de la superficie de la célula bacteriana que intervienen en 
la adhesión (Meyer y Fives-Taylor, 1994). 
- Endotoxinas: toxinas con un alto potencial para causar destrucción en las 
células y los tejidos del huésped pudiendo provocar necrosis de la piel, 
reabsorción ósea, agregación plaquetaria y activación de los macrófagos (Kiley 
y Holt, 1980).  
- Fimbrias: pequeñas estructuras filamentosas que A. actinomycemcomitans 
puede presentar en su superficie celular. Están relacionados con la adhesión, 
agregación y coagregación bacteriana. En su extremo se encuentran las 
adhesinas. Las colonias fimbriadas tienen una estructura tridimensional en 
forma de estrella y presentan una capacidad adhesiva 3 o 4 veces superior a las 
no fimbriadas;  
- Pili A: estructura similar a las fimbrias, más pequeña que interviene también en 
la colonización (Saito y cols., 2010; Smith y cols., 2016).  
- Matriz extracelular: material amorfo de origen glicoproteico y con capacidad de 
producir reabsorción ósea y actividad adhesiva (Mintz y Fives‐Taylor, 1999). 
 
3. Factores de virulencia 
 
Gran parte de los factores de virulencia de A. actinomycetemcomitans están 
codificados genéticamente, existiendo diferencia en la expresión de estos factores de 
virulencia entre distintas cepas de la misma especie (Diaz y cols., 2006). Se han 
descrito diversos factores de virulencia para A. actinomycetemcomitans, entre ellos, 
leucotoxina, fimbria, toxina distensora del citoesqueleto (Cdt), adhesinas epiteliales 
(Aae) y proteínas de adhesión e invasión celular (Mínguez y cols., 2014). 
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- Leucotoxina (LTX): causa muerte celular en las células humanas de origen 
hematopoyético mediante la unión a receptor 1 de la función linfocitaria (LFA-
1) y la ruptura de la integridad de membrana. Activa una rápida secreción de 
enzimas lisosomales y causa apoptosis de los linfocitos. En los 
monocitos/macrófagos, LTX activa la caspasa-1, proteína de cisteína que causa 
una respuesta proinflamatoria mediante la activación de la secreción de 
interleuquina (IL)-1β e IL-18 (Johansson, 2011). 
- Toxina distensora del citoesqueleto (Cdt): es una exotoxina que tiene la 
capacidad de detener el crecimiento de las células, alterar su morfología y 
producir su muerte. Es una toxina distensora del citoesqueleto que tiene la 
capacidad de inhibir la producción de citoquinas proinflamatorias e induce la 
secreción de IL-1β, IL-6, IL-8 e interferón (IFN)-γ (Diaz y cols., 2006). La 
actividad de Cdt varía entre las distintas cepas de A. actinomycetemcomitans, 
esto es debido a que está regulada en una región donde ocurren gran cantidad de 
polimorfismos, la región cdtABC (Yamano y cols., 2003). 
- Factores que facilitan adhesión: A. actinomycetemcomitans es capaz de 
adherirse a células, bacterias, componentes de la membrana extracelular y saliva 
por medio de fimbrias, pili A, lipoporisacárido (LPS), proteínas de la membrana 
externa, el polímero extracelular (PGA) y vesículas (Fine y cols., 2006). 
- Multiplicación: A. actinomycetemcomitans presenta unos mecanismos que le 
dan ventaja a la hora de obtener nutrientes como son las hemolisisnas, las 
proteinasas (colagenasas), las proteínas reguladoras del hierro y las proteínas 
periplasmáticas encargadas del transporte del hierro (Fine y cols., 2006). 
- Factores que facilitan relación con otras bacterias: A. actinomycetemcomitans 
produce bacteriocinas (actinobacilina) que inhiben el crecimiento de otras 
especies bacterianas (Hammond y cols., 1987). Por otra parte, estudios indican 
que esta bacteria produce una regulación en la expresión proteica de otras 
especies cuando se encuentra en la biopelícula (Bao y cols., 2015).  
- Factores que facilitan invasión de tejidos del huésped:  
A. actinomycetemcomitans es capaz de penetrar el epitelio e invadir el tejido 
conectivo gracias a la fosforilcolina, proteínas de la membrana externa como la 
proteína de membrana externa 100 (OMP 100) (Kieselbach y cols., 2015) y 
proteínas de unión al receptor de la transferrina y a las integrinas epiteliales 
(Rudney y cols., 2001). 
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4. Importancia de A.actinomycemcomitans en las enfermedades periodontales 
 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans posee factores de virulencia capaces de 
provocar daño directo a los tejidos periodontales, así como evadir la respuesta inmune 
tanto innata como adquirida, favoreciendo la inflamación y destrucción ósea. 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ha sido aislada en sujetos con periodontitis 
en mayor proporción que en sujetos con gingivitis o sujetos sanos y ha sido 
relacionada clínicamente de manera positiva con una mayor profundidad de sondaje y 
mayor nivel de inserción clínica (da Silva-Boghossian y cols., 2011). Se ha 
identificado la presencia subgingival de A. actinomycetemcomitans como indicador de 
riesgo para la aparición de periodontitis, con una odds ratio (OR) de 4.3 (Velden y 
cols., 2015). Como se ha dicho anteriormente, existen diferencias geográficas y 
raciales en la prevalencia de A. actinomycemcomitans y su asociación con una mayor 
destrucción periodontal (Rylev y Kilian, 2008). Sujetos con el genotipo JP2 de 
A.actinomycetemcomitans presentan un mayor riesgo de desarrollar una pérdida de 
inserción ≥3mm en un periodo de dos años (riesgo relativo [RR]=7.3), encontrándose 
una asociación fuerte entre la presencia del genotipo JP2 y la progresión de la pérdida 
de inserción (OR=14.3) (Åberg y cols., 2014). 
A la luz de los datos expuestos podemos afirmar que A. actinomycetemcomitans es 
una bacteria fuertemente asociada a la periodontitis, y su estudio más profundo 
proporcionará información adicional sobre sus propiedades, lo que a su vez abrirá 
oportunidades adicionales en diagnóstico y tratamiento. 
 
IV. Fusobacterium nucleatum 
 
1. Clasificación  
 
Fusobacterium nucleatum es una especie bacteriana perteneciente a la familia 
Fusobacteriaceae, la cual, está formada por 9 géneros que incluyen a los 
Fusobacterium y Leptotrichia. Dentro del género Fusobacterium, se han descrito 13 
especies, de las cuales, muchas de ellas (incluyendo F. nucleatum) han sido 
identificadas como patógenos en el ser humano y animales (Citron, 2002). El nombre 
Fusobacterium proviene de “fusus”, que significa huso y “bacterion” pequeño bacilo 
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o bastón. El término nucleatum se origina por la apariencia nucleada que 
frecuentemente se observa al microscopio. Fue nombrada por primera vez por Knorr 
en 1922 (Bolstad y cols., 1996). Es considerada una especie altamente heterogénea y 
dependiendo del patrón de hibridación ADN-ADN y electroforético de 
deshidrogenasa y reductasa glutamina 2-oxoglutarato, se divide en 5 subespecies: 
animalis, fusiforme, vincentii, polymorphum y nucleatum. Recientemente,  
F. nucleatum subsp. fusiforme y F. nucleatum subsp. vincentii se combinaron como la 




Fusobacterium nucleatum es una bacteria gram negativa, anaerobia aerotolerante, 
que puede crecer en un ambiente con un máximo del 6% de oxígeno. En cuanto a su 
morfología, es un bacilo con un núcleo, largo, ligeramente curvado y con una punta 
fina que le da la apariencia de huso (Figura 3). Suelen medir entre 5 a 10 µm de 
ancho. Es una bacteria no mótil y no formadora de esporas (Bolstad y cols., 1996).  
Generalmente no son fermentativos y la producción de ácido butírico, como principal 
producto metabólico, permite diferenciarlo de otros patógenos, tales como Prevotella, 





Figura 3. Microscopía electrónica de F. nucleatum, adoptado de 





Fusobacterium nucleatum tiene una membrana externa, característica de las 
bacterias gram negativas, así como una membrana interna. Ambas membranas están 
separadas por un espacio periplásmico que contiene una capa de peptidoglicanos. La 
membrana interna está formada por una bicapa fosfolipídica simétrica con proteínas y 
fosfolípidos en igualdad de cantidad. Por otro lado, la membrana externa, es 
asimétrica y contiene fosfolípidos, lipoposacaridos, proteínas y lipoproteínas. Dada la 
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gran cantidad de proteínas que tiene en su membrana externa, se sabe que un tercio 
del peso de esta bacteria es por la cantidad de proteínas presentes. Estas proteínas de 
la membrana externa (OMP, por las siglas en inglés, outer membrane proteins) son 
las que le confieren patogenicidad a esta especie. Es una de las pocas bacterias que 
utiliza el catabolismo de aminoácidos para crear energía. Así mismo también usa 
glutamato y aspartato, no usando la glucosa como su mayor o principal fuente de 
energía. De hecho, se ha visto que utiliza la glucosa como biosíntesis de moléculas 
intercelulares y no para metabolismo energético (V y Hb, 1986). 
 
3. Factores de virulencia  
 
Fusobacterium nucleatum posee factores de virulencia relacionados con los siguientes 
aspectos: 
- Adhesión sobre las superficies disponibles (co-agregación). La localización 
principal de la colonización de F. nucleatum, es la cavidad oral. Esta especie 
bacteriana participa en la adhesión y co-agregación de la biopelícula bacteriana, 
interactuando con otros patógenos, actuando como “puente” y es considerada 
como la especie con quien más especies bacterianas co-agrega (Kolenbrander y 
cols., 2006). Este patógeno presenta diversas proteínas de membrana tales como 
la proteína porina de membrana externa mayor (FomA) y la adhesina A de 
Fusobacterium (FadA) (Han y cols., 2005). Esta última juega un papel 
importante en la adhesión bacteriana e invasión de las células del huésped. La 
adhesina A de Fusobacterium se presenta en dos formas: la pre-FadA no 
secretada y la FadA madura secretada, la cual es fácilmente separada de este 
patógeno. La presencia de ambas es necesaria para la adhesión e invasión en las 
células del huésped (Xu y cols., 2007). Liu y cols., en el 2014, evaluaron la 
prevalencia de F. nucleatum y la FadA en las muestras de placa subgingival en 
pacientes con gingivitis con ortodoncia, gingivitis sin ortodoncia, periodontitis y 
pacientes periodontalmente sanos. Los resultados demostraron una correlación 
positiva entre la prevalencia de F. nucleatum/FdaA y la inflamación gingival 
(Liu y cols., 2014). Fusobacterium nucleatum contiene hemaglutininas, que son 
por definición, adhesinas, y hace posible que esta bacteria se una a células 
epiteliales, colágeno, fibroblastos gingivales, eritrocitos e incluso a leucocitos 
polimorfonucleares (PMN). Además, los LPS de F. nucleatum se adhieren a la 
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película adquirida de la superficie del diente, incluyendo cemento radicular 
(Han, 2015). 
- Sinergismo con otras especies. Fusobacterium nucleatum es la especie clave 
para la interacción entre bacterias gram positivas y gram negativas y además 
contribuye a las condiciones necesarias para que las bacterias anaerobias, 
colonizadores secundarios o tardíos, se unan al biofilm. Por ello, se considera 
un colonizador intermedio a modo de puente que une los colonizadores 
primarios con los tardíos (Kolenbrander y cols., 2006), de hecho se ha visto que 
estos colonizadores tardíos casi con exclusividad, solo se coagregan con  
F. nucleatum. Se han demostrado coagregaciones intergenéricas y 
multigenéricas, tales como con P. gingivalis y sinergia con Tannerella 
forsythia. La unión a F. nucleatum se debe a las OMP de superficie, 
concretamente a moléculas de adhesión tipo lectina y no lectina. La unión a los 
colonizadores tempranos, tales como Sterptoccocus sanguis se debe a dos 
receptores, que darán lugar a diferentes tipos de configuración estructural, uno 
mediante proteínas ácido-lipopoteicas y el otro por la unión a otra OMP de 
membrana (Sharma y cols., 2005). 
- Evasión de las defensas del huésped. La capacidad de adhesión y de invasión 
celular de F. nucleatum es uno de los principales mecanismos de evasión de las 
defensas del huésped y se ha demostrado que esta especie bacteriana es capaz 
de invadir las células epiteliales. En el 2010, Ji y colaboradores compararon la 
capacidad de invasión de este patógeno y otras 7 especies bacterianas mediante 
microscopía confocal y citometría de flujo. Los resultados demostraron que  
F. nucleatum era el patógeno con mayor capacidad de invasión, aunque también 
encontraron que F. nucleatum no pudo sobrevivir en las células epiteliales 
gingivales y no indujo algún efecto citopático en las células del huésped (Ji y 
cols., 2010). A la hora de evadir las defensas del huésped F. nucleatum produce 
enzimas proteolíticas, que inhiben péptidos antimicrobianos del huésped (Signat 
y cols., 2011). Se ha visto en un estudio in vitro que es capaz de unirse a la 
membrana basal, así como al colágeno tipo 4, siendo este el mecanismo que le 
ayudaría a la invasión del tejido gingival (Reyes y cols., 2013).  
- Daño directo e indirecto. Añadido a todos los factores previos, F. nucleatum es 
capaz de producir daño directo e indirecto sobre las células del huésped 
mediante la producción de diferentes toxinas, tales como ácido butírico, 
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propionato e iones amonio. Estos componentes tienen la habilidad de lisar o 
detener la proliferación de células periodontales, como la inhibición de la 
proliferación de fibroblastos (Abe, 2012) y su concentración está asociada con 
medidas clínicas de gravedad de la enfermedad (profundidad del sondaje, nivel 
de inserción clínica, % de sitios que sangran al sondar) y con la carga 
microbiana total, al mismo tiempo, están por debajo de los límites de detección 
en sitios sanos (Niederman y cols., 2016). Fusobacterium nucleatum induce 
también la secreción de enzimas proteolíticas, incluyendo metaloproteinasas 
(MMPs) que modifican la reacción inflamatoria y facilitan migración celular. Se 
ha visto que esta bacteria es un potente inductor de la producción de colagenasa 
3 (MMP-13) (Uitto y cols., 2005). Adicionalmente, F. nucleatum tiene la 
capacidad de estimular diferentes tipos de células, que conducen a la secreción 
de diferentes mediadores pro-inflamatorios tales como IL-1β, IL-6 y factor de 
necrosis tumoral (TNF)-α (Grenier y Grignon, 2006). 
 
4. Importancia de F. nucleatum en las enfermedades periodontales 
 
Fusobacterium nucleatum es una bacteria comensal que juega un papel importante 
en las enfermedades periodontales; forma parte del denominado “complejo naranja” 
como describió Socransky en 1998 (Socransky y cols., 1998). Es un patógeno clave 
en la formación de la biopelícula, ya que es muy abundante y tiene facilidad y 
mecanismos para coagregarse con diferentes especies. Fusobacterium nucleatum es 
uno de los anaerobios más abundantes en el área subgingival y puede encontrarse 
tanto en sitios periodontalmente sanos como en sitios con enfermedades periodontales 
(Park y cols., 2015). Las subespecies F. nucleatum spp fusfirme y F. nucleatum spp 
vincentii se ha visto que están más frecuentemente asociados a salud periodontal, sin 
embargo las subespecies F. nucleatumspp nucleatum o polyporphum son las que están 
más relacionados con la enfermedad (Lourenço y cols., 2014). 
Fusobacterium nucleatum es uno de los patógenos más relacionados con la 
gingivitis (Kistler y cols., 2013). La prevalencia de F. nucleatum aumenta en 
concordancia con la severidad de la inflamación y la profundidad de sondaje (Moore 
y Moore, 1994; Yang y cols., 2014). En estudios donde se comparaban pacientes 
periodontalmente sanos y con periodontitis, se observa que, tanto en sanos como en 
enfermos, se detectaban niveles de F. nucleatum, sin embargo el recuento era mayor 
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en pacientes con periodontitis (Park y cols., 2015) y además la proporción de este 
patógeno fue significativamente mayor en la biopelícula subgingival que en la 
supragingival (Yang y cols., 2014).  
 
V. Porphyromonas gingivalis 
 
1. Clasificación  
 
Inicialmente, en las primeras décadas del siglo anterior, P. gingivalis y los organismos 
de este grupo fueron considerados como una especie denominada Bacteroides 
melaninogenicum. En 1970 se descubrió que varias especies de Bacteroides 
mostraban un comportamiento diferente dependiendo del metabolismo de los 
carbohidratos. Algunas de estas especies eran asacarolíticas (Bacteroides gingivalis), 
otros mostraron un nivel intermedio de fermentación de carbohidratos (Bacteroides 
intermedius) y otras especies eran altamente sacarolíticas (Bacteroides 
melaninogenicus). En 1990 las especies sacarolíticas pigmentadas y no pigmentadas 
de Bacteroides se agruparon en el género Prevotella, mientras las especies 
asacarolíticas en el género Porphyromonas (Paster y cols., 2001) por lo que 
Bacteroides gingivalis fue nombrado Porphyromonas gingivalis. Actualmente el 
nombre del género es Porphyromonas, y el epíteto específico es gingivalis, 




Son bacilos anaerobios estrictos, gramnegativos asacarolíticos e inmóviles, que 
miden de 1-3,5µm por 0,5-0,8µm, cuya morfología varía entre cocoide y bacilar corta 
(Figura 3) (Lamont y Jenkinson, 1998). Cuando se cultiva en un medio de agar 
sangre, las colonias son inicialmente blancas y tras 4-8 días adquieren el color oscuro 
que las caracteriza, producto de la producción de pigmentos del tipo porfirinas.  
El crecimiento estable de P. gingivalis se produce ante un pH comprendido entre 7.5 
y 8.5, sin embargo, pueden crecer en ambientes con un pH elevado. Porphyromonas 
gingivalis es capaz de utilizar un amplio número de compuestos que contienen 
hemina (hemoglobina, miohemoglobina, hemopexina, metahemoglobina, 
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oxihemoglobina y citocromo C) así como fuentes de hierro no hemínicas (hierro 
férrico, ferroso inorgánico y transferrina) además de ser capaz de almacenar hemina 
en su superficie, dándole la coloración característica (Genco, 1995). Porphyromonas 
gingivalis es un microorganismo altamente proteolítico que obtiene el hierro para 
nutrirse de la degradación proteica de la hemoglobina mediante la utilización de las 
enzimas endopeptidasas llamadas gingipaínas, generando como productos de 




Figura 4. Microscopía electrónica de  






Ultraestructuralmente presenta una cápsula con potencial antigénico, lo que 
permite diferenciar esta bacteria en 6 serotipos. Además de la cápsula presenta una 
membrana externa, un LPS y fimbrias, para las cuales también se han descrito 6 
genotipos diferentes (Cugini y cols., 2013).  
 
3. Factores de virulencia  
 
Porphyromonas gingivalis presenta los siguientes factores de virulencia: 
- Adhesión y colonización de tejidos del huésped.  
Cápsula: participa principalmente en la adhesión de tejidos y la modulación de 
la respuesta del huésped. En la literatura se han descrito seis serotipos capsulares 
diferentes (K1-K6) y se demostró que esta diferencia en la composición del antígeno 
estaba relacionada con una patogenicidad diferente, siendo el serotipo K1 y K2 
significativamente asociados con los pacientes con periodontitis (Laine y cols., 
1997). El aumento de la eficacia de la invasión de serotipos capsulares fue 
confirmada también en experimentos in vitro con fibroblastos gingivales (Irshad y 
cols., 2012). Adicionalmente, estudios preclínicos in vivo, utilizando el modelo de 
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ratones, corroboraron la acción inmunomoduladora de los serotipos capsulares en 
comparación con los no capsulares, demostrando que las primeras podían reducir la 
síntesis de citoquinas IL-1, IL-6 y IL- 8 (Brunner y cols., 2010) así como regular la 
fagocitosis, permitiendo la supervivencia de P. gingivalis dentro de tejidos del 
huésped (Singh y cols., 2011). 
Fimbrias: son los principales determinantes de adhesión. Gracias a ellos,  
P. gingivalis es capaz de unirse a células epiteliales, fibroblastos, macromoléculas 
en la saliva, hemoglobina, matriz extracelular e incluso a otras bacterias (Feng y 
Weinberg, 2006). El gen que codifica estas proteínas es el gen fimA, para el cual se 
han identificado 6 variantes (tipo I, Ib, II, III, IV y V). Se ha relacionado la 
progresión de la enfermedad con las variantes Ib, II y IV, a la vez que se ha 
relacionado con salud las cepas tipo fimA I y V (Fabrizi y cols., 2013).  
- Daño directo e indirecto. 
Gingipainas: representan aproximadamente el 85% de la actividad proteolítica 
asociada a P. gingivalis. Estas proteasas presentan dos tipos específicos de 
proteinasas, Arg-gingipaina (RgpA, RgpB) y Lys-gingipaina (Kgp) y están 
involucrados principalmente en la degradación de los tejidos periodontales y en el 
daño a las células del huésped. Gingipainas R están vinculados a la destrucción 
directa de componentes periodontales extracelulares como el colágeno, proteínas 
inmunes solubles (Cs e Igs) y activación de MMPs (de Diego y cols., 2014; 
Imamura, 2003). Este patrón destructivo está respaldado por una clara asociación 
entre estas proteasas específicas y la destrucción directa del soporte periodontal 
(Wilensky y cols., 2013).  
Lipopolisacárido (LPS): desempeña un papel importante en la activación de 
citoquinas proinflamatorias a través del compromiso con receptor de tipo toll (TLR, 
por sus siglas en inglés, toll-like receptors) 2 y 4. Un estudio in vitro reciente evaluó 
el papel de LPS y ha sugerido un papel proinflamatorio de este factor de virulencia 
relacionado con la inhibición de la sialoproteína ósea y el aumento de la expresión 
de IL-8 (Zhang y cols., 2019). Un notable número de investigaciones se centra en la 
parte biológica activa de LPS, el lípido A, que es el metabolito que interactúa 
directamente con receptores específicos tipo toll (TLR, por sus siglas en inglés, toll-
like receptors). Estas investigaciónes han demostrado que el LPS de P. gingivalis 
provoca la parálisis de quimioquinas induciendo una alteración del reclutamiento de 
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células fagocíticas que a su vez permitirá que el patógeno induzca una disbiosis 
(Darveau, 2010).  
- Sinergismo con otras especies. 
Porphyromonas gingivalis es capaz de coagregarse con otras especies 
bacterianas como Tannarella forsythia o Treponema denticola, con las que constituye 
el complejo rojo. Además se han descrito asociaciones con A.naeslundii, S.gordonii, 
S.mitis, S.salivarius y con la bacteria nexo F.nucleatum (Holt y Ebersole, 2005). 
4. Importancia de P. gingivalis en las enfermedades periodontales 
Slots y colaboradores en 1977 postularon que el inicio de periodontitis iba 
acompañado de un cambio en el ecosistema bacteriano oral, pasando de una flora 
asociada a salud, compuesta por bacterias gram positivas, sacarolíticas y facultativas, 
a una flora patógena consistente en bacterias gramnegativas y fundamentalmente 
anaerobias estrictas (Slots, 1977; Socransky y cols., 1998). Porphyromonas gingivalis 
se encuentra dentro del grupo de bacterias de asociación fuerte con la progresión de la 
periodontitis (complejo rojo), lo cual se asocia a su aumento en localizaciones con 
bolsas periodontales y en la parte profunda de las mismas, así en aquellas con más 
sangrado al sondaje. Esta bacteria se encuentra dentro del grupo de colonizadores 
tardíos considerado de asociación fuerte con la enfermedad (complejo rojo), junto a  
T. forsythia y T. denticola. Al analizar la relación entre los individuos y su flora 
bacteriana, se observó que los pacientes portadores de P. gingivalis aislada o junto a 
las otras dos especies del complejo rojo, presentaban las profundidades de sondaje 
medias más altas. Estos pacientes también mostraron una asociación mayor al 
sangrado al sondaje.  
La frecuencia de detección de P. gingivalis alcanza un 80% en los pacientes con 
periodontitis, siendo sensiblemente menor en los casos de gingivitis (40% en cultivo y 
30% en reacción en cadena de la polimerasa (PCR), y mucho menor en pacientes 
sanos (20% en cultivo y 13,3% con PCR)) (Lau y cols., 2004).  
En un estudio realizado sobre muestras de 6,308 pacientes, analizadas con PCR, se 
observó un aumento de la prevalencia de P. gingivalis conforme aumentaba la 
profundidad de sondaje (Loozen y cols., 2014). Se ha relacionado especialmente la 
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Justificación, objetivos e hipótesis 
 
I. Justificación 
La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crónica multifactorial asociada 
con biopelícula disbiótica y caracterizada por la destrucción progresiva del aparato de 
soporte de los dientes. Las tres bacterias A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum y 
P. gingivalis han sido asociadas como patógenos periodontales, desempeñando un 
importante papel etiológico en el inicio y progresión de la periodontitis.   
Cuando las bacterias adquieren un modo de crecimiento en biopelícula, los 
microorganismos muestran una mayor virulencia, un aumento en la resistencia a 
compuestos antimicrobianos y una mayor respuesta al estrés ambiental, lo que puede 
alterar los mecanismos de respuesta inmunológica del huésped. Además, existe 
evidencia científica sobre el distinto comportamiento de bacterias de la misma 
especie, sobre todo en cuanto a su expresión proteica, dependiendo que su 
crecimiento se desarrolle en forma planctónica o formando la biopelícula. Sin 
embargo, existen muy escasas investigaciones de proteomas diferenciales (biopelícula 
versus planctónico) en bacterias orales.  
Por lo tanto, sería interesante el estudio de las proteínas que se expresan 
diferencialmente cuando las principales bacterias periodontopatógenicas forman 
biopelícula. Estos hallazgos facilitarían la búsqueda de posibles dianas tanto 
preventivas como terapeúticas, si se permite inhibir o bloquear la incorporación de 















Analizar la expresión diferencial de proteínas de determinadas bacterias orales 
relacionadas con la periodontitis (A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum,  
P. gingivalis) de un modo independiente cuando están formando biofilm, 
comparándolas con su crecimiento en estado planctónico, así como determinar 
posibles factores de virulencia. 
 
Objetivos específicos 
- Analizar qué grupos funcionales de proteínas de A. actinomycetemcomitans 
tienen tendencia de sobreexpresarse y de ser reprimidos (estudio 1) 
- Analizar qué grupos funcionales de proteínas de F. nucleatum tienen tendencia 
de sobreexpresarse y de ser reprimidos (estudio 2) 
- Analizar qué grupos funcionales de proteínas de P. gingivalis tienen tendencia 





















Las bacterias periodontales presentan un diferente perfil de expresión proteico 
en función de su estado de crecimiento (biofilm y planctónico). 
 
Hipótesis específica 
- Aggregatibacter actinomycetemcomitans presenta diferentes grupos 
funcionales de proteínas que se sobreexpresan y que se reprimen en función de 
su estado de crecimiento (estudio 1) 
- Fusobacterium nucleatum presenta diferentes grupos funcionales de proteínas 
que se sobreexpresan y que se reprimen en función de su estado de 
crecimiento (estudio 2) 
- Porphyromonas gingivalis presenta diferentes grupos funcionales de proteínas 
que se sobreexpresan y que se reprimen en función de su estado de 































































Material y métodos 
 
La tesis doctoral consta de tres estudios independientes, realizados en tres bacterias 
orales relacionadas con la periodontitis (A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum,  
P. gingivalis). Dos de esos estudios estan publicados (anexo, artículos 1 y 2) y el 
tercero está en fase de publicación. 
I. Estudio 1. Estudio de la expresión diferencial de proteínas de A. 
actinomycetemcomitans  
 
1. Cepa bacteriana y condiciones de cultivo 
 
Una cepa de referencia estándar de A. actinomycetemcomitans (DSMZ 8324) 
fue seleccionada y cultivada en placas de agar sangre (Blood Agar Oxoid No 2; 
Oxoid, Basingstoke, UK), suplementada con 5% (v/v) sangre de caballo estéril 
(Oxoid), 5,0 mg/L hemina (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) y 1,0 mg/L menadiona 
(Merck, Darmstadt, Alemania) en condiciones anaeróbicas (10% H2, 10% CO2, y N2) 
a 37 ° C durante 24-72h. A continuación, se transfirió a medio BHI (brain-heart 
infusion) (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) 
suplementada con 2,5 g/L mucina (Oxoid), 1,0 g/L extracto de levadura (Oxoid), 0,1 
g/L cysteina (Sigma), 2,0 g/L bicarbonato de sodio (Merck), 5,0 mg/L hemina 
(Sigma), 1,0 mg/L menadiona (Merck) y 0,25% (v/v) ácido glutamico (Sigma), hasta 
llegar a una fase de crecimiento exponencial. 
Los cultivos de células planctónicas se obtuvieron inoculando 30 mL del medio 
BHI modificado con suspensión bacteriana en tubo de plástico estéril de 50 mL hasta 
alcanzar 107 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL e incubadas a 37ºC durante 
24 h en condiciones anaeróbicas. 
El biofilm se formó en portaobjetos de hidroxiapatita (HAP) (7,5 cm x 2,5 cm) 
(Clarkson Chromatography Products, Williamsport, PA, EE.UU.) sumergido en 100 
mL de medio BHI modificado con la misma suspensión de bacterias que contiene 107 




2. Extracción de proteínas 
 
Para extraer las proteínas totales de la biopelícula, se rasparon los portaobjetos y 
las células se dispersaron en 1 mL de PBS (phosphate buffered saline), luego las 
bacterias se recuperaron por centrifugación. Los sedimentos celulares se mantuvieron 
congelados hasta la preparación de la muestra. Para extraer las proteínas totales de las 
células planctónicas se centrifugó el cultivo bacteriano (aproximadamente 30 mL) y 
se mantuvo el sedimento congelado hasta la preparación de la muestra. En ambos 
casos, los sedimentos se resuspendieron en tampón PBS que contiene 100 mM DTT 
(Dithiothreitol) (GE Healthcare, Uppsala, Suecia), 0,5 mM PMSF 
(Phenylmethylsulfonyl fluoride) (Sigma), 1x cóctel inhibidor de proteasas (Roche, 
Mannheim, Alemania) y mezcla de nucleasas (GE Healthcare). Las células de la 
biopelícula y del estado planctónico se rompieron usando un sonicador de punta 
Labsonic® (B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen, Alemania) con 20 
ciclos de 10 s cada uno (100% de amplitud ultrasónica). Para evitar el 
sobrecalentamiento, las muestras se mantuvieron en hielo durante el proceso de 
sonicacíon. Luego, se centrifugaron para eliminar las células intactas y los desechos 
residuales. 
Cuatro muestras agrupadas de la biopelícula y del estado planctónico se procesaron 
para los experimentos proteómicos. Cada grupo correspondió a una réplica biológica 
y se procesó de la misma manera. Las proteínas se precipitaron con TCA (ácido 
tricloroacético) (Sigma) al 10% (p / v) mediante incubación en hielo 3 h. Luego, las 
proteínas precipitadas se recuperaron por centrifugación (9000 rpm, 10 min, 4ºC), se 
limpiaron con el tampón de lavado de la 2DClean Kit™ (GE Healthcare), y se 
resuspendieron en un tampón de solubilización que consiste de 25 mM Tris (GE 
Healthcare), 7 M urea (GE Healthcare), 2 M thiourea (GE Healthcare) y 4% (p/v) 
CHAPS (GE Healthcare). Las proteínas se solubilizaron mediante agitación con 
vórtex durante 3h a temperatura ambiente y mediante sonicación en el baño 
ultrasónico (Branson 1510 Ultrasonic Cleaner, Branson Ultrasonics Corporation, 
Danbury, EE. UU), cuatro veces durante 5 min. Las muestras se mantuvieron en hielo 
entre los intervalos de tiempo. La concentración de proteína se determinó usando 2D-
Quant Kit™ (GE Healthcare). El pH de la muestra se ajustó luego a pH 8,5 en 
preparación para etiquetado CyDye. 
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3. Diseño experimental DIGE (Differential in Gel Electrophoresis) 
 
Cuatrocientos pmol de CyDye en 1 µL de anhidro N,N-Dimetilformamida (DMF) 
(Sigma) fue utilizado por 50 µg de proteína para el etiquetado. Después de 30 min de 
incubación en hielo en oscuridad, la reacción se detuvo con 10 mM lisina (Sigma) e 
incubada durante 10 min. En estos experimentos, las muestras de la biopelícula y las 
células planctónicas se marcaron con Cy3 o Cy5, para evitar cualquier posible sesgo 
derivado de la eficiencia del etiquetado, la mitad de las muestras de cada condición 
fueron etiquetadas con tinte Cy3 y la otra mitad con tinte Cy5. El tinte Cy2 se utilizó 
para etiquetar la muestra de patrón interno. Las muestras se combinaron de acuerdo 
con el diseño experimental. Un volumen igual de 2x tampón de muestra (8 M urea, 
4% (w/v) CHAPS, 130 mM DTT, 2% pharmalytes pH 3-11 NL (GE Healthcare)) fue 
agregado para la carga de la taza (Baggerman y cols., 2005) (Figura 5). 
 
 
Figura 5. Diagrama esquemático de un análisis 2D-DIGE. Adoptado de Baggerman et al. 
2005 
 
El 2-DE se realizó utilizando reactivos y equipos de GE Healthcare. El enfoque 
isoeléctrico de primera dimensión (IEF) se realizó en 18 cm 3-11 NL rango de pH 
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tiras de IPG, previamente rehidratado con tampón de rehidratación (8 M urea, 4% 
(w/v) CHAPS, 13 mM DTT, 1% pharmalytes pH 3-11 NL). El enfoque isoeléctrico 
de primera dimensión se realizó a 20ºC utilizando el siguiente programa: 120V por 1 
h (120 Vhr), 300V por 3 h (900 Vhr), 300-1000V por 6 h (3900 Vhr), 1000-8000V 
por 3 h (13500 Vhr), 8000V por 7 h 30 min (60000 Vhr) y 500V por 12 h. Después de 
esto, las tiras se equilibraron primero durante 15 min en solución reductora (6 M urea, 
50 mM Tris-HCl pH 6.8, 30% v/v glycerol, 2% w/v SDS y 2% w/v DTT) y en 
segundo lugar durante 15 min en solución alquilante [6 M urea, 50 mM Tris-HCl pH 
6.8, 30% v/v glycerol, 2% w/v SDS y 2.5% iodoacetamide (Sigma)]. Segunda 
dimensión SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis) 
se ejecutó en 11,5% (w/v) geles de acrilamida en placas de vidrio de baja 
fluorescencia. La electroforesis se realizó en 20ºC, 1 W/gel por 20 hs, utilizando la 
unidad Ettan ™ DALTsix. 
Se prepararon los geles preparativos a partir de las muestras de la mezcla de la 
biopelícula y de mezcla planctónico. Para la separación de primera dimensión en pH 
3-11 NL IPG tiras, 500 µg de muestra de proteína se centró con el siguiente 
programa: 120V por 1 h (120 Vhr), 300V por 3 h (900 Vhr), 300-1000V por 6 h 
(3900 Vhr), 1000-8000V por 3 h (13500 Vhr), 8000V por 8 h 45 min (70000 Vhr) y 
500V por 12 h. 
 
4. Adquisición de imágenes e análisis de electroforesis en gel diferencial  
 
Las proteínas se visualizaron usando el escáner Typhoon 9400™ (GE Healthcare) 
con filtros CyDye. Para la adquisición de imágenes Cy3, Cy5 y Cy2, se utilizaron 532 
nm/580 nm, 633 nm/670 nm, y 488 nm/520 nm longitudes de onda de excitación / 
emisión, respectivamente, y 100 µm como tamaño de píxel. El recorte y filtrado de 
imágenes se llevó a cabo con el software Image Quant v.5.1 (GE Healthcare). Los 
análisis de la detección de diferentes abundancias entre manchas de diferentes réplicas 
se realizaron con el módulo DIA (Differential In gel Analysis) del paquete DeCyder 
6.5 (GE Healthcare). El módulo BVA (Biological Variance Analysis) se usó para 
corregir la variabilidad entre geles mediante emparejamiento y normalización de los 
mapas de puntos con estándar interno. El gel de imagen del estándar interno con el 
mayor número de manchas se utilizó como el gel máster. 
 43 
Para comparar la producción proteómica planctónica frente a la biopelícula, se 
calcularon las proporciones medias y la prueba T de Student para los datos no 
pareados. Aquellas manchas de proteína con un umbral de 1,5 en la proporción media 
y con valores de p por debajo de 0,05 se consideró que tenían una expresión 
diferencial estadísticamente significativa.  
 
5. Identificación de las proteínas 
 
El perfil de proteína total se detectó tiñendo los geles DIGE con tinción coloidal 
de Coomassie. Las manchas del gel de interés se escindieron manualmente de los 
geles. Las proteínas seleccionadas para el análisis se redujeron en el gel, se alquilaron 
y se digirieron con tripsina (Sechi y Chait, 2000). Las muestras se redujeron con 10 
mM DTE en 25 mM bicarbonato de amonio durante 30 min a 56ºC y posteriormente 
se alquilaron con yodoacetamida 55 mM en bicarbonato de amonio 25 mM durante 15 
min en la oscuridad. Finalmente, las muestras fueron digeridas con 12,5 ng/µL 
tripsina de grado de secuenciación (Roche) en 25 mM bicarbonato de amonio (pH 
8,5) durante la noche a 37ºC. Después de la digestión, se recogió el sobrenadante y 
1µL se colocó sobre una placa diana MALDI y se dejó secar al aire a temperatura 
ambiente. Posteriormente, se añadió 0,4 µL de 3 mg / mL de matriz de ácido α-ciano-
4-hidroxicinámico (Sigma) en acetonitrilo al 50% a las manchas secas de digestión de 
péptidos y se dejó secar de nuevo al aire a temperatura ambiente. 
Los análisis de masas se realizaron en espectrómetro de masas 4800 Plus 
Proteomics Analyzer MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems, MDS Sciex, Toronto, 
Canadá) en el Centro de Genómica y Proteómica, Universidad Complutense, Madrid 
(España). MALDI-TOF/TOF fue operado en modo reflector positivo con un voltaje 
de aceleración de 20000 V. Todos los espectros de masas se calibraron internamente 
utilizando péptidos de la autodigestión de tripsina. 
Las proteínas identificadas ambiguamente por huellas dactilares de masa de 
péptidos se sometieron a análisis de secuenciación por espectrometría de masas en 
tándem (MS / MS), utilizando el 4800 plus Proteomics Analyzer. El modelo de placa 
y la calibración predeterminada se optimizaron para el procesamiento de espectros 
MS-MS. 
Para la identificación de proteínas NCBInr (Nacional Center for Biotechnology 
Information, Bethesda, MD, EE.UU.) (40910947 secuencias; 14639572021 residuos) 
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e Actinomicetos (77445 secuencias; 20877593 residuos) con restricción taxonómica a 
A. actinomycetemcomitans fueron buscados usando MASCOT 2.3 
(www.matrixscience.com) a través del Global Protein Server v 3.6 de ABSciex. Los 
parámetros de búsqueda fueron:  
- carbamidometil cisteína como modificación fija y metionina oxidada como 
modificación variable;  
- tolerancia a la masa de péptidos, 50 ppm (PMF) -80 ppm; 
- 1 sitio de escisión de tripsina perdido;  
- tolerancia a fragmentos de MS-MS, 0,3 Da. 
Los parámetros para la búsqueda combinada (Huella dactilar de masa de péptidos más 
espectros MS-MS) fueron los mismos descritos anteriormente. En toda identificación 
de proteínas, las puntuaciones de probabilidad eran mayores que la puntuación fijada 
por el MASCOT como significativa con una p<0,05. 
 
6. Preparación de la membrana externa, SDS-PAGE e inmunotransferencia 
(Western blot)  
 
Las proteínas de membrana externa se prepararon a partir de las muestras de la 
biopelícula y del estado planctónico de A. actinomycetemcomitans mediante una 
versión ligeramente modificada del método de Haase (Haase y cols., 1999). Las 
células de la biopelícula y del estado planctónico se resuspendieron en 10 mM 
HEPES (Sigma) (pH 7,4) que contiene 0,5 mM de PMSF (Sigma) y 1x cóctel 
inhibidor de proteasas (Roche). La suspensión se sonicó con un sonicador de punta 
Labsonic (B. Braun) con 20 ciclos de 10s cada uno (100% de amplitud ultrasónica). 
Para evitar el sobrecalentamiento del material, las muestras se mantuvieron en hielo 
durante el proceso del sonicación. Luego, los restos celulares se retiraron mediante 
centrifugación durante 10 min a 2000 x g a 4ºC. El sedimento total de la membrana 
obtenido por ultracentrifugación del sobrenadante en 105.000 x g por 1 h (Beckman 
Ti50.3 rotor; Beckman Coulter, Brea, CA, EE.UU.) a 4ºC luego se suspendió en 
lauroilsarcosina sódica al 1% (Sarkosyl, Sigma) en 10 mM HEPES (pH 7.4) y se agitó 
suavemente durante 1h a temperatura ambiente. La fracción enriquecida de la 
membrana externa se peletizó mediante ultracentrifugación a 105.000 x g por 1 h a 
4ºC, luego se resuspendió en 300 µL de agua destilada y la proteína se cuantificó 
utilizando el ensayo de proteínas de Bradford. 
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Las proteínas de las muestras de la membrana externa de la biopelícula y del 
estado planctónico (20 µg) se desnaturalizaron mediante calentamiento en tampón 
dodecil sulfato sódico (SDS) que consta de Tris-HCl 0,5 M pH 6,8, SDS al 5% (p / v), 
glicerol al 25% (v / v), azul de bromofenol al 0,2% (p / v) y DTT al 20% (p / v) 
durante 5 min a 95ºC. Las muestras de proteína se separaron mediante electroforesis 
en gel de poliacrilamida-SDS al 10% utilizando el sistema de electroforesis Mini-
PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Un estándar de 
masa molecular pre-manchado (Precision Plus Protein ™, Bio-Rad) se incluyó en 
cada ejecución. Las bandas de SDS-PAGE se escindieron del gel coloidal teñido con 
azul de Coomassie y se digirieron en gel. La identificación MALDI-TOF se realizó 
como se describió anteriormente. 
Para el análisis de inmunotransferencia, las proteínas se electrotransfirieron a 
membranas de nitrocelulosa con un tamaño de poro de 0,45 µm (Amersham ™ 
Protran ™; GE Healthcare) a 100 mA durante 1 hora usando 1x Transfer Buffer (38,6 
mM de glicina, 41,3 mM de Tris, 0,04% de SDS, 20% de metanol). La transferencia 
exitosa se controló usando los marcadores de transferencia Western ECL DualVue ™ 
(GE Healthcare). La reactividad inespecífica se bloqueó 1h a temperatura ambiente. 
Las membranas se sondaron 2h a temperatura ambiente con un suero (dilución final 1: 
400) extraído de un paciente (Código comité ético: 19/209-E) con periodontitis, 
positivo para A actinomycetemcomitans en fluído crevicular gingival (9,6x104 
UFC/ml). Como un control, se utilizó un suero extraído de un individuo 
periodontalmente sano, negativo para A. actinomycetemcomitans (1: 400). Después 
del lavado соn TTBS (Tween-Tris-buffered saline), como anticuerpo secundario, se 
utilizó conjugado de peroxidasa anti-IgG humana (específico de Fc) (Sigma) (1: 2000 
en TTBS) durante 2h a temperatura ambiente. Las bandas inmunorreactivas se 
visualizaron usando un sistema de detección de quimioluminiscencia ECL (Enhanced 
chemiluminescence, Western blotting detection reagents, GE Healthcare) en una 








II. Estudio 2: Estudio de la expresión diferencial de proteínas de  
F. nucleatum  
 
1. Cepa bacteriana, condiciones de cultivo, extracción de proteínas 
 
La cepa bacteriana de F. nucleatum DSM 20482 fue seleccionada y cultivada en 
placas de agar sangre siguiendo el mismo protocolo que se mencionó anteriormente 
en el estudio 1. Lo mismo se aplica al método de obtención de cultivos de células 
planctónicas de F. nucleatum y de la biopelícula monoespecie.  
En el estudio 2 los sedimentos de las celulas de la biopelícula y del estado 
planctónico, se rompieron usando un sonicador de punta (Branson Sonifier™, 
Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT, EE.UU.) con pulsos discontinuos de 
20 milisegundos durante 3 segundos.  
Se procesaron tres muestras combinadas de los estados de la biopelícula y 
planctónico para los experimentos proteómicos. Cada grupo correspondió a una 
réplica biológica y se procesó de la misma manera, siguiendo el mismo protocolo del 
estudio 1.  
 
2. Diseño experimental, adquisición de imágenes e análisis DIGE  
 
El marcaje de las muestras con tintes Cy3, Cy5 y Cy2 se realizó utilizando 
reactivos, equipos y metodología del estudio 1. Las muestras se separaron en la 
primera y segunda dimensión y se realizó la electroforesis, siguiendo en todos los 
pasos el mismo protocolo del estudio 1. Los análisis de la detección de diferentes 
abundancias entre manchas de diferentes réplicas se han realizado con los módulos 
DIA y BVA, mencionados anteriormente en estudio 1. El análisis estadístico siguió el 
protocolo del estudio anterior, de A. actinomycetemcomitans. 
 
3. Identificación de proteínas 
 
Identificación de proteínas se llevó a cabo siguiendo el protocolo de estudio 
mencionado anteriormente. 
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Para la identificación de proteínas NCBInr (17919084 secuencias; 6150218869 
residuos) con restricción taxonómica a bacterias (Eubacterias) (10721018 secuencias) 
fueron buscados usando MASCOT 2.3 con los parámetros de búsqueda que 
correspondiente al estudio 1.  
 
4. Ensayos enzimáticos 
 
Todas las mediciones de enzimas se realizaron en cubetas de cuarzo a 
temperatura ambiente utilizando un volumen final de 1 mL. Se realizaron los 
siguientes ensayos: 
- Tiolasa (acetil-CoA acetiltransferasa) 
En las muestras de biopelícula y de estado planctónico, los sedimentos se 
resuspendieron en 100 mM tampón que contiene Tris-HCl pH 8,0, 0,5 mM PMSF 
(Sigma) y 1x Cóctel inhibidor de proteasas (Roche). Las células se rompieron usando 
un sonicador de punta como se ha descrito anteriormente. Para obtener una cantidad 
suficiente de proteína, los sobrenadantes se concentraron usando un Amicon® Ultra-
15 10K (filtro de corte 10kDa; Merck Millipore Ltd., Cork, Irlanda) y la 
concentración de proteína se determinó mediante el ensayo de Bradford (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). Este extracto de proteína se utilizó para la 
actividad de tiolasa. Esto se determinó en la dirección tiolítica con acetoacetil-CoA 
como sustrato mediante el control de la disminución de la absorbancia a 303 nm 
(Stern, 1956). La actividad se ensayó mediante una versión ligeramente modificada 
del método de Hartmanis et al (Hartmanis and Gatenbeck, 1984). Esta actividad se 
midió cada minuto durante 1 hora en cada experimento. La mezcla de ensayo 
contenía: 100 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM DTT, 10 mM MgCl2 (Cloruro de 
magnesio) y 500 µg extracto de proteína de la biopelícula o planctónico. La adición 
de acetoacetil-CoA (acetoacetil coenzima A) 100 µM (MP Biomedicals, Solon, OH, 
EE.UU.) y coenzima A 400 µM (MP Biomedicals) inició la reacción. La desaparición 
de la acetoacetil-CoA se controló a 303 nm en cubetas de cuarzo. Estos experimentos 
se repitieron tres veces en días diferentes. Se utilizó la prueba T de Student para datos 
no apareados para analizar si las diferencias de las pendientes correspondientes a la 
absorbancia disminuida en ambas condiciones (la biopelícula y planctónico) fueron 
estadísticamente significativas. 
- 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa 
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Los sedimentos bacterianos de la biopelícula y estado planctónico, se 
resuspendieron en 100 mM tampón de fosfato de potasio pH 6,5 con 0,5 mM PMSF 
(Sigma) y 1x cóctel inhibidor de proteasas (Roche). Las células de la biopelícula y 
planctónico se rompieron usando un sonicador de punta como se ha descrito 
anteriormente. Para obtener una cantidad suficiente de proteína, los sobrenadantes se 
concentraron usando un Amicon® Ultra-15 10K y la concentración de proteína se 
determinó mediante el ensayo de Bradford (Bio-Rad). Este extracto de proteína se 
utilizó para la actividad 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa. Esto se determinó 
midiendo la disminución de absorción del dinucleótido de β-nicotinamida y adenina 
reducida (NADH) en 340 nm (Aboulnaga y cols., 2013). Esta actividad se midió cada 
minuto durante 1 hora en cada experimento. La mezcla de reacción contenía: 100 mM 
fosfato de potasio pH 6.5, 1 mM DTT, 350 µg extracto de proteína de biofilm o 
planctónico y 200 µM NADH (Sigma). La adición de 100 µM acetoacetyl-CoA (MP 
Biomedicals) inició la reacción. Estos experimentos se repitieron tres veces en días 





















III. Estudio 3: Estudio de la expresión diferencial de proteínas de  
P. ginvalis  
 
1. Cepa bacteriana, condiciones de cultivo, extracción de proteínas 
 
Se desarrollaron dos tipos de condiciones de crecimiento, la biopelícula y el estado 
planctónico, de la cepa bacteriana P. gingivalis ATCC 33277 siguiendo la 
metodología de los dos estudios previos.  
En caso de la biopelícula de P. gingivalis, se formó sobre los discos cerámicos 
estériles de HAP cálcica (Clarkson Chromatography Products, Williamsport, PA, EE. 
UU.), sumergidos en placas de poliestireno preesterilizado de 24 pocillos (Greiner 
Bio-one, Frikenhausen, Alemania). Cada pocillo contenía 1,5 mL de medio BHI 
modificado con la misma suspensión de bacterias que contenía 107 UFC/mL. El 
cultivo del estado planctónico se obtuvo según la metodología de los estudios 1 y 2. 
Ambos cultivos celulares se incubaron en condiciones anaeróbicas a 37 ° C durante 
96 h. 
Las células bacterianas de la biopelícula de los discos de HA se recogieron en 1 
mL de PBS, se centrifugaron a 13000 rpm 5 min 4ºC y los sedimentos se agruparon y 
conservaron congelados a -20ºC hasta la preparación de la muestra. Las muestras de 
las proteínas bacterianas del estado planctónico se procesaron según la metodología 
de los estudios 1 y 2.  
Para controlar la ausencia de contaminación, 100 µL de muestra de cada condición 
se diluyeron en serie y se cultivaron en placas de agar sangre suplementadas en 
condiciones anaeróbicas a 37 ° C durante 14 días. 
Ambos sedimentos pasaron las mismas etapas de preparación de muestras, como se 
mencionó anteriormente, en los estudios 1 y 2. Sin embargo, en el estudio 3, para 
eliminar los desechos residuales, las muestras se centrifugaron y el sobrenadante se 
precipitó con metanol y cloroformo (mediante la adición de 3xMeOH [Methanol]: 
1xCHCl3 [Chloromethylene]: 3xH2O-LC [Biosolve water]). Las proteínas precipitadas 
se recuperaron por centrifugación (14000 rpm, 5 min, 4 ° C), se eliminó el 
sobrenadante y se añadió 3xMeOH, después de agitar y centrifugar (14000 rpm, 10 
min, 4 ° C). Se separó el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en un tampón de 
solubilización (Tris 25 mM [GE Healthcare], urea 7 M [GE Healthcare], tiourea 2 M 
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[GE Healthcare] y CHAPS al 4% [p / v] [GE Healthcare]) agitando con vórtex 
durante 3h a temperatura ambiente y mediante sonicación en un baño de ultrasónido 
(Branson), cuatro veces durante 5 min. La concentración de proteína se cuantificó 
utilizando 2D-Quant Kit (GE Healthcare). 
 
2. Digestión y desalación de péptidos  
 
Las bandas de proteínas se cortaron del gel para llevar a cabo la digestión con 
tripsina en gel. La banda de proteínas se redujo en gel con DTT, se alquiló con 
yodacetamida y se digirió con una proporción 1/25 (p / p) de tripsina recombinante 
(Trypsin sequencing grade; Roche) durante la noche a 37ºC (Sechi y Chait, 2000). 
Los péptidos de las proteínas digeridas se desalaron y concentraron con cromatografía 
de fase inversa C18 (OMIX C18, Agilent Technologies) y los péptidos se eluyeron 
con acetonitrilo al 80%/ ácido trifluoroacético al 0,1%. Antes del análisis Nano LC-
MS / MS (Nanoscale liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry), 
las muestras se liofilizaron en Speed-vac y se resuspendieron en 0,1% ácido fórmico. 
Los sobrenadantes se almacenaron a -20 ºC.  
 
3. Cromatografía líquida-espectrometría de masas  
 
La digestión de proteína purificada se analizó mediante RP-LC-ESI-MS / MS 
(Reversed Phase Liquid Chromatography Electrospray Ionization Mass 
Spectrometry) en un sistema EASY-nLC 1000 acoplado al espectrómetro de masas Q-
Exactive HF a través de la fuente de pulverización Nano-Easy (todo de Thermo 
Scientific, mississagua, ON, Canadá). El péptido se cargó primero en una columna de 
captura Acclaim PepMap 100 (Thermo Scientific, 20 mm x 75 µm de DI, resina C18 
de 3 µm con un tamaño de poro de 100 Å) utilizando tampón A (acetonitrilo al 2%, 
ácido fórmico al 0.1%) y luego se separaron y se eluyeron en una columna analítica 
de resina C18 NTCC (Nikkyo Technos Co., Ltd. de 150 mm x 75 µm DI, resina C18 
de 3 µm con un tamaño de poro de 100 Å), con una punta de pulverización integrada. 
Se utilizó un gradiente de tampón B del 5% al 35% (100% acetonitrilo, ácido fórmico 
al 0,1%) de 200 minutos, del 35% al 50% en 10 minutos y finalmente 10 minutos más 
hasta el 95% en el tampón A a un caudal constante de 250 nl / min. La adquisición de 
datos se realizó con un Q-Exactive HF. Los datos se adquirieron utilizando un voltaje 
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de pulverización de iones de 1,8 Kv y una temperatura de transferencia de iones de 
250 ºC. Todos los datos se obtuvieron mediante adquisición dependiente de datos 
(DDA) y en modo positivo con el software Xcalibur 4.0. Para un escaneo con filtro 
MS2, se seleccionaron los 15 precursores más abundantes con cargas de 2 a 4+ en los 
escaneos de MS1 para una fragmentación de disociación por colisión de mayor 
energía (por las siglas en inglés, higher energy collisional dissociation HCD) con una 
exclusión dinámica de 20s. Los escaneos de MS1 se adquirieron en un rango m / z de 
350-2000 Da con una resolución de masa de 60.000 y un objetivo de control 
automático de ganancia (AGC) de 3E6 a un tiempo de iones máximo (ITmax) de 60 
ms. El umbral para los escaneos MS2 fue 2E3; la energía de colisión normalizada 
(NCE) fue 27%; los fragmentos resueltos se escanearon con una resolución de masa 
de 30.000 y un valor objetivo de AGC de 1E5 en un ITmax de 100 ms (Figura 6). 
 
Figura 6.  Diagrama esquemático de Cromatografía líquida-espectrometría de masas. 
Adoptado de: www.creative-proteomics.com 
 
4. Identificación de proteínas 
 
La identificación de péptidos a partir de datos brutos se llevó a cabo utilizando el 
motor de búsqueda Mascot v. 2.6.1 a través del software Protein Discoverer 2.2 
(Thermo Scientific). La búsqueda en la base de datos se realizó contra SwissProt con 
restricción taxonómica a P. gingivalis (30600 secuencias y una base de datos de 
contaminantes (247 secuencias). Se utilizaron los siguientes parámetros para las 
búsquedas: escisión tríptica después de Arg (arginina) y Lys (lisina), se permiten 
hasta dos sitios de escisión perdidos, y tolerancias de 10 ppm para iones precursores y 
0,1 Da para iones fragmentados MS / MS y las búsquedas se realizaron permitiendo la 
oxidación opcional de metionina y la pérdida de metionina más acetilproteína N-
terminal y carbamidometilación fija de cisteína. La búsqueda contra la base de datos 
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de señuelos (enfoque de señuelo integrado) se utilizó para calcular FDR (False 
discovery rate). Las puntuaciones Mascot se ajustaron mediante un algoritmo de 
filtrado. Los criterios de aceptación para la identificación de proteínas fueron un FDR 
<1% y al menos dos péptidos identificados con alta confianza (IC> 95%). 
 
5. Cuantificación de proteína  
 
Para determinar la abundancia de los péptidos y proteínas identificadas, se inicia un 
flujo de procesamiento en el primer paso. La recalibración de las masas se realiza 
mediante una búsqueda rápida en Sequest HT y una alineación de los cromatogramas 
con una tolerancia de 10min. Posteriormente se realiza el alineamiento de los tiempos 
de retención entre las diferentes muestras analizadas para la cuantificación de los 
iones precursores, teniendo en cuenta los péptidos únicos y los péptidos que pueden 
asignarse a más de una proteína. Finalmente, los resultados se normalizan a la 
cantidad total de péptidos, igualando la abundancia total entre las diferentes muestras. 
En este experimento se utilizó un diseño no anidado, donde la aplicación calcula las 
proporciones de los grupos de péptidos como la mediana geométrica de todas las 
combinaciones de proporciones, de todas las réplicas, para los factores seleccionados 
de estudio. La proporción de proteínas se calcula posteriormente como la mediana 
geométrica de las proporciones de los grupos de péptidos. Para demostrar la 
diferencia entre las categorías (Bio / Pla) en 3 réplicas biológicas de cada una, se 
aplicó la prueba ANOVA. El resultado de esta prueba es la estimación de un valor p 
utilizando la prueba HSD (por las siglas en inglés honestly significant difference) de 
Tukey (post hoc). En la cuantificación de proteínas se aplicaron una serie de filtros 
para determinar si una proteína se expresa de forma diferencial entre condiciones: 
- Se aplicó un valor de p <0,05 como umbral para determinar si un grupo o 
proteína tiene abundancias significativamente diferentes. 
- Doble cambio (FC-Fold Change): como proteínas diferenciales se consideran 
aquellas cuyo valor en log2 (ratio) ≥ ± 0,6, eso significa que cuando es mayor o 
igual a 0,6, la abundancia de esa proteína es al menos 1,5 veces valor en 
comparación con la condición de control (FC ≥1,5 - proteínas sobreexpresadas) o 









































I. Estudio 1: Expresión diferencial de proteínas de  
A. actinomycetemcomitans 
 
1. Proteínas expresadas diferencialmente en la biopelícula frente al estado 
planctónico 
 
Las biopelículas desarrolladas en portaobjetos de HAP proporcionaron pequeñas 
cantidades de proteína que fueron insuficientes para el análisis proteómico. Por lo 
tanto, se utilizaron muestras combinadas, de manera similar a las muestras 
planctónicas. 
Se identificaron ochenta y siete manchas proteícas, con las diferencias 
estadísticamente significativas (umbral-1,5 (p<0,05)) en el nivel de expresión de 
proteínas (Figura 7) y se escindió un total de 79 manchas de proteína del gel.  
 
Figura 7. El análisis 2D-DIGE ™ : proteínas expresadas diferencialmente en la biopelícula y 




Figura 8. Escaneo 2D-DIGE de la muestra de A. actinomycetemcomitans con las proteínas 
expresadas diferencialmente, con el número Master correspondiente.  
 
Con el análisis de los correspondientes fragmentos peptídicos (MALDI-TOF / 
TOF) se identificaron 71 proteínas (Tabla 1). Las proteínas no identificadas (8) no 
tenían suficiente cantidad de proteína disponible. Estas 71 manchas identificadas 
pertenecían a 50 proteínas únicas, varias con múltiples isoformas (es decir, la mancha 
186 y la mancha 190) y, en algunos casos, las fracciones de proteínas eran partes de 
las mismas proteínas con los mismos puntos isoeléctricos, pero con tamaños más 
pequeños (mancha 612; mancha 948) (Figura 8). Los números del gel máster en la 
Figura 8 corresponden con los números en la Tabla 1, que resume las proteínas 
identificadas con sus datos estadísticos (prueba t). Estas proteínas se clasificaron de 




Tabla 1. Proteínas expresadas diferencialmente de A. actinomycetemcomitans en la 



















Puntuación t-Test Umbral* 
 
Metabolismo 
101 491742098 Dihidrolipoamida 
acetiltransferasa 
0.0023 1.89 24 341 
117 491741753 Transcetolasa 0.0019 -1.6 33 108 
123 491741753 Transcetolasa 0.0027 -1.52 42 182 
186 491692275 Fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa 
0.00012 -2.08 65 285 
190 491692275 Fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa 
0.00036 -1.6 22 101 
222 518348158 Fosfomanomutasa 0.002 -1.94 44 246 
229 518348158 Fosfomanomutasa 0.0015 -1.75 48 217 
258 491724857 Aspartato amoniaco-
liasa 
0.0025 -1.66 36 472 
295 491738229 Enolasa 0.00017 -1.93 59 175 
299 491738229 Enolasa 0.000084 -2.07 57 150 
311 491738229 Enolasa 0.00019 -1.77 20 64 
363 491730152 Fosfoglicerato 
quinasa 
0.00041 -1.82 35 82 
368 491730152 Fosfoglicerato 
quinasa 
0.00022 -1.51 39 74 
369 491730152 Fosfoglicerato 
quinasa 
0.00005 -1.8 47 101 
940 491730152 Fosfoglicerato 
quinasa 
0.000031 -2.56 62 224 
383 491730150 Fructosa-bisfosfato 
aldolasa 
0.000078 -1.63 8 126 
385 491730150 Fructosa-bisfosfato 
aldolasa 
0.000041 -2.4 60 201 
412 491730150 Fructosa-bisfosfato 
aldolasa 
0.000022 -2.76 55 147 
938 491730150 Fructosa-bisfosfato 
aldolasa 
0.000052 -2.16 26 77 
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0.000084 -2.39 75 174 
722 491729956 Fosfogliceromutasa 0.00014 -1.54 75 201 
787 491693918 Pirofosfatasa 
inorgánica 
0.0011 -1.52 33 308 
861 491709275 PTS enzima IIAB 0.000022 -2.32 59 151 
937 491741684 Triosa fosfato 
isomerasa 
0.001 -1.57 40 510 
 
Metabolismo de las purinas 
116 491741998 3´-nucleotidasa 0.00017 -1.85 47 226 
Transcripción 
364 491742573 Subunidad alfa de 
la ARNpolimerasa dir
igida por ADN 
0.0015 2 52 120 
898 491714067 Factor de elongación 
de la transcripción 
GreA 
0.00044 -1.75 44 64 
125 491729383 Prolil-tRNA sintetasa 0.0019 -1.92 34 107 
332 491690654 Tirosil-tRNA 
sintetasa 
0.00019 -2.35 41 103 
Biosíntesis de aminoácidos 
318 491689753 Serina hidroximetil 
transferasa 
0.0002 -1.95 48 165 
570 491699752 Dihidrodipicolinato 
sintasa 
0.00029 -2.32 38 164 
578 491691360 2,3,4,5- 
tetrahidropiridina-2- 
0.0005 -1.53 49 136 
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carboxilato  N- 
succiniltransferasa 
Biosíntesis de cofactores 
510 491693650 Tiorredoxina 
reductasa 
0.00058 -1.85 59 152 
Biosíntesis de coenzimas 
584 491690606 Piridoxamina quinasa 0.00017 -3 59 130 
597 491690606 Piridoxamina quinasa 0.000031 -4.52 37 172 
Biosíntesis de ácidos grasos 
629 491714182 Enoil -ACP reductasa 0.0012 -1.7 29 75 
736 491742684 3-cetoacil-ACP 
reductasa 
0.00045 -1.62 14 192 
Biosíntesis de ADP 
691 491738131 Adenilato quinasa 0.0018 1.6 43 135 
Procesos celulares, chaperones 
172 491780231 Chaperonina GroL  0.00017 2.08 50 189 
942 491688234 Chaperona GroEl  0.00053 2.02 81 345 
655 491720860 Peptidil-prolil cis-
trans isomerasa 
0.000084 -1.96 49 101 
Procesos celulares, división celular 
297 491735878 FtsZ  proteína de la 
división celular 
0.0034 1.53 52 135 
Cellular processes, detoxification 
447 491688058 Metionina-sulfóxido 
reductasa 
0.00036 -1.98 53 197 
454 491692871 Asparaginasa 0.0014 -1.71 47 166 
632 443551738 Proteína similar a la 
peroxiredoxina 
0.00065 2.11 48 383 
637 443551738 Proteína similar a la 
peroxiredoxina 
0.0028 1.6 73 147 
859 491692661 Superóxido dismutasa 0.002 -1.98 69 94 
OMP 
41 503933512 Proteína de 
membrana externa 
YaeT  
0.00018 3.02 23 121 
46 503933512 Proteína de 
membrana externa 
YaeT 
0.00029 2.76 42 215 
398 491755504 Proteína de 0.00016 3.75 54 128 
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membrana externa 39 
399 491755504 Proteína de 
membrana externa 39 
0.00018 3.98 65 215 
402 491755504 Proteína de 
membrana externa 39 
0.00025 3.53 75 276 
404 491755504 Proteína de 
membrana externa 39 
0.000084 4.08 61 185 
612 491755504 Proteína de 
membrana externa 39 
0.0005 3.57 54 144 
830 491761969 Proteína de 
membrana externa 
18/16 
0.0017 4.11 75 180 
851 491761969 Proteína de 
membrana externa 
18/16 
0.000078 3.52 79 252 
944 491728526 Proteína de 
membrana externa A 
0.000087 3.93 76 311 
945 491728526 Proteína de 
membrana externa A 
0.00041 4.27 76 310 
947 491728526 Proteína de 
membrana externa A 
0.000096 4.06 39 108 
948 491728526 Proteína de 
membrana externa A 
0.000052 3.72 69 213 
Transporte 
342 491712350 TolB proteína de 
translocación 
0.000078 2.89 41 152 
428 601112850 Espermidina / 
Putrescina ABC   
0.000087 3.65 48 127 
457 491732394 Proteína 
transportadora de 
ABC 
0.0049 -1.86 37 112 
514 491737575 Espermidina / 
Putrescina ABC   
0.000031 -2.11 56 268 
517 491756829 Espermidina / 
Putrescina ABC   
0.00062 -1.76 25 62 
519 491722381 Proteína 
transportadora de 
ABC 
0.000052 -2.25 73 91 
526 491774383 Pirofosfato de tiamina 0.00049 -2.14 44 117 
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699 491691137 Transportadora ABC   0.0019 -2.35 69 143 
705 491691137 Transportadora ABC   0.0021 -2.18 69 154 
709 491780558 Transportadora ABC  0.000084 -2.2 45 284 
729 491727698 Transportadora ABC   0.000022 -1.91 53 121 
775 429155223 Proteína de tolerancia 
al tolueno 
0.00062 -1.92 52 103 
908 491718896 Transportadora de 
hierro 
0.00036 -2.32 44 98 
Desconocida 
461 491744613 Proteína hipotética 0.0025 -1.79 23 88 
• Umbral de expresión, “+”proteína sobreexpresada, “-“ proteína reprimida 
 
Para caracterizar las funciones de las proteínas expresadas diferencialmente de  
A. actinomycetemcomitans, las proteínas se clasificaron funcionalmente en siete 
categorías, como: metabolismo (29%), biosíntesis (15%), traducción y transcripción 
(8%), OMP (8%), transporte (23%), otros procesos celulares, chaperonas (15%) y 
proteínas no caracterizadas (2%). (Figura 9) 
 
Figura 9: Las funciones de las proteínas expresadas diferencialmente de 







2. Proteínas reprimidas en la biopelícula  
 
La mayoría de las diferencias estadísticamente significativas en  
A. actinomycetemcomitans se asociaron con la represión de la expresión de proteínas. 
Se identificaron 37 proteínas reprimidas de un total de 50 proteínas diferenciales 
(Tabla 1). El análisis de las categorías funcionales de proteínas confirmó que esta 
disminución en la expresión de proteínas representaba un estado de metabolismo más 
bajo, biosíntesis (biosíntesis de aminoácidos, coenzimas, cofactores o ácidos grasos) y 
transporte, lo que es consistente con la reducción de la actividad metabólica que se 
produce en las biopelículas maduras. 
 
3. Proteínas sobreexpresadas en la biopelícula  
 
Se identificaron 24 proteínas sobreexpresadas, que correspondían a 13 proteínas 
únicas (Tabla 1). Estos eran principalmente OMP, proteínas que tienen unas 
propiedades inmunogénicas y proteínas que confieren virulencia.  
 
4. Validación de las proteínas 
 
Con el objetivo de confirmar la inmunogenicidad de estas proteínas se extrajo 
un enriquecimiento de estas proteínas en ambos estados (biopelícula y planctónico); 
se obtuvieron diferentes OMP, proteínas de membrana y chaperona GroEl (Figura 
10A, Tabla 2). Sus respuestas inmunogénicas se probaron mediante immunoblotting. 
Se observó que se produjo una fuerte respuesta inmune (en biopelículas y estados 
planctónicos) con el suero del paciente con periodontitis, positivo para A. 
actinomycetemcomitans (Figura 10B, carriles 1 y 2) en comparación con el sujeto 
periodontalmente sano y negativo para A. actinomycetemcomitans (Figura 10B, 
carriles 3 y 4). La respuesta inmune fue similar en la biopelícula y en las condiciones 
planctónicas: los perfiles de proteínas identificados fueron análogos (Tabla 2) y la 
cantidad de proteína en el gel es idéntica (Figura 10A, carriles 2 y 3); aunque la 
expresión medida de estas proteínas fue diferente cuando se evaluó por DIGE™ 
(sobreexpresado en la biopelícula). 
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Figura 10: Proteínas de la membrana externa (OMP) A. actinomycetemcomitans DSM8324. 
A) OMP se separaron por SDS-PAGE, usando gel de poliacrilamida al 10%, luego se tiñeron 
con Coomassie coloidal. Carril 1 - marcador molecular; Carril 2 - extracto de biopelícula; 
Carril 3 - extracto de planctónico. Las bandas extraídas del gel e identificadas por MS 
(MALDI-TOF / TOF) se indicaron mediante flechas y números. B) Western blot de los 
diferentes extractos de OMPs, utilizando suero de un paciente con periodontitis y un paciente 
sano. Carril 1, extracto de biopelícula incubada con suero humano de un paciente con 
periodontitis; Carril 2, extracto del estado planctónico incubado con el suero de un paciente 
con periodontitis; Carril 3, extracto de la biopelícula incubado con suero humano de un 























Tabla 2: Proteínas identificadas por espectrometría de masas a partir de fracciones de 
enriquecimiento de las proteínas de la membrana externa de la biopelícula y del estado 
planctónico.  
№ Banda Número de 
acceso 
Nombre de la proteína 
1 503933512 Proteína de la membrana externa YaeT 
 
2 
502578142 Proteína de la membrana externa LptD 
491729990 PgaAPoli-β-1,6-N-acetil-D-glucosamina 
3 491689683 TonB 
4 491780231 Chaperona GroEl  
5 491725647 Similar a OMPA 
491701003 Proteína de la membrana TdeA 
6 491755504 OMP39 
7 491725647 Similar a OMPA 
8 491725647 Similar a OMPA 
9 491725647 Similar a OMPA 

















II. Estudio 2: Expresión diferencial de proteínas de F. nuclatum 
 
1. Proteínas expresadas diferencialmente en la biopelícula frente al estado 
planctónico 
 
Se utilizaron tres réplicas de las muestras agrupadas para cada condición, para 
obtener cantidades suficientes de proteína para el análisis proteómico. La abundancia 
diferencial de proteínas se comparó mediante el método DIGE, que implica el 
etiquetado aleatorio de la muestra con resoluble fluorescente CyDyes™ (Cy2, Cy3 y 
Cy5). Dos muestras de una réplica diferente (Cy3 y Cy5) y una alícuota del estándar 
interno (Cy2) se separaron mediante 2-DE en cada uno de los tres geles (Figura 11A). 
 
Figura 11. El análisis 2D-DIGE ™ : proteínas expresadas diferencialmente en la biopelícula 
y estado planctónico. A) Los tres geles correspondientes a las tres réplicas biológicas. B) 
Escaneo 2D-DIGE de la muestra de F. nucleatum con las proteínas expresadas 
diferencialmente, con el número del gel máster correspondiente. 
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Sesenta y ocho manchas de proteína mostraron diferencias estadísticamente 
significativas (1,5-umbral [p<0,05]) en su nivel de expresión de proteínas entre la 
biopelícula y el crecimiento planctónico. Se confirmó visualmente que estos puntos 
no eran artefactos (Figura 11 B) y se escindió un total de 62 manchas proteícas del 
gel. Sesenta y dos manchas identificadas representaron 49 proteínas únicas, ya que 
varias tenían múltiples isoformas (es decir, los puntos 70, 72, 88 y 89). En algunos 
casos se sobreexpresó una isoforma, mientras que en otros la isoforma se expresó de 
forma negativa (Figura 11 B). Los números en el gel máster en la Figura 11 B se 
corresponden con los números en la Tabla 3. La clasificación de proteínas se ha 
realizado según su función biológica. Había seis proteínas no identificadas debido a la 
falta de cantidad suficiente de proteína disponible. Las razones promedio y los valores 
p de la prueba t de Student se calculan utilizando el software Decyder ™ v6.5. 
 
Tabla 3. Las proteínas expresadas diferencialmente en F. nucleatum en la biopelícula y en 
estado planctónico. 
Maste
















de proteína t-Test Umbral* 
Metabolismo 
70 254302597 Glutaconil-CoA 
descarboxilasa 
0.0014 -2.67 57 257 
72 254302597 Glutaconil-CoA 
descarboxilasa 
0.00065 -2.64 49 224 
88 254302597 Glutaconil-CoA 
descarboxilasa 
0.000044 -2.8 42 192 
89 254302597 Glutaconil-CoA 
descarboxilasa 
0.0032 -2.07 62 302 
201 254303334 Lisina 2,3-
aminomutasa 
0.0075 -1.64 42 113 
258 254303536 Fosfopiruvato 
hidratasa 
0.0031 -1.75 60 243 
340 254302983 Acetato quinasa 0.044 1.53 66 200 
375 254303335 Alcohol 
deshidrogenasa  
0.024 1.67 40 157 
478 254302700 Transcetolasa 0.003 -2.42 60 274 
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522 254302735 Fructosa-bisfosfato 
aldolasa 
0.00014 5.85 64 532 
545 254302735 Fructosa-bisfosfato 
aldolasa 
0.0027 3.94 39 219 
633 254304335 Triosa fosfato 
isomerasa 





0.00077 4.9 50 90 
Vía del butirato 
15 355370490 Piruvato: ferredoxina 
(flavodoxina) 
oxidorreductasa 
0.015 2.41 31 195 




0.023 1.69 51 244 




0.0047 2.16 52 201 
381 254304092 Acetil-CoA 
acetiltransferasa 
0.000013 1.98 59 221 
388 254304092 Acetil-CoA 
acetiltransferasa 
0.0023 1.61 75 254 
423 254303807 Butiril-CoA 
deshidrogenasa 
0.031 2.06 68 225 
555 254303151 3-hidroxibutiril-CoA 
deshidratasa 
0.019 -1.64 37 425 
579 254303150 3-hidroxibutiril-CoA 
deshidratasa 
0.0039 -2.64 35 260 
Procesos celulares, chaperones 
121 254302273 Peptidilprolil cis-
trans isomerasa de 
tipo FKBP 
0.00085 -1.63 61 267 
869 254302755 Peptidilprolil cis-
trans isomerasa 
(rotamasa) 
0.0026 3.67 28 184 













0.015 -1.55 47 165 
Biosíntesis de proteínas 
404 254303393 Factor de elongación 
 EF18 
0.029 -1.81 64 204 
408 254303393 Factor de elongación 
EF18 
0.019 -1.56 64 204 
585 19704055 Factor de elongación 
 P 
0.000012 4.09 43 343 
Biosíntesis de cofactores 
496 254303958 Biosíntesis de 
piridoxina 
0.0032 -2.15 50 298 
Biosíntesis de aminoácidos 
512 254303900 Síntesis de cisteína 0.0036 -2.17 64 491 
515 254303900 Síntesis de cisteína 0.0069 -1.9 91 318 
525 254303900 Síntesis de cisteína 0.0036 1.88 95 420 
Biosíntesis de ADP 
685 254302850 Adenilato quinasa 0.0066 3.62 56 121 
699 254302850 Adenilato quinasa 0.015 -3.56 38 116 
Transporte 
595 254302678  Transportador ABC 0.0098 -1.89 61 226 
646 254303574  Transportador ABC 0.00019 5.47 53 223 
721 254303634  Transportador ABC 0.00043 4.29 46 107 
752 254302964  Transportador ABC 0.0056 2.17 56 217 
Transcripción 
656 254302132 LexA represor 
transcripcional 
0.0024 3.09 21 122 
692 254302296 NusG  0.000018 5.36 61 144 
Traducción 
670 254303420 Proteína ribosomal 0.00041 3.24 70 138 
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L3 
849 254302293 Proteína ribosomal 
L10 
0.0023 1.84 82 197 
883 254303405 Proteína ribosomal 
L6 
0.0013 6.86 71 204 
OMP 
365 254303326 Porina FomA 0.0062 -1.56 58 270 
878 254302656 OmpA  0.041 -1.55 67 122 
894 254303591 OmpW  0.0011 -2.68 54 153 
Catabolismo del propanediol 
606 254302068 PduB 0.019 1.53 72 164 
716 254302069 Subunidad media de 
propanodiol 
deshidratasa PduD 
0.0025 6.82 54 404 
Estrés oxidativo 
697 254302236 Peroxiredoxina 0.00031 -5.2 65 136 
Catabolismo del glutamato 
279 254304080 Glutamato 
deshidrogenasa 
0.015 -2.52 35 155 
684 254302599 R-2-hidroxiglutaril-
CoA deshidratasa 
0.0019 2.97 41 184 
Proteína desconocida 
306 254302084 Proteína hipotética 
FNP_2131 
0.0078 1.86 18 83 
543 254303862 Proteína hipotética 
FNP_1523 
0.0015 2.17 32 86 
614 254302665 Proteína hipotética 
FNP_0293 
0.00018 -3.68 38 153 
710 254302455 Proteína hipotética 
FNP_0078 
0.015 2.15 18 107 
729 254302369 Proteína hipotética 
FNP_2425 
0.015 2.29 57 182 
781 254302602 Proteína hipotética 
FNP_0229 
0.0014 3.61 67 154 
814 254304050 Proteína hipotética 
FNP_1719 
0.0016 1.56 33 108 
835 254303079 Proteína hipotética 
FNP_0718 
0.0025 6.2 42 144 
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843 254303079 Proteína hipotética 
FNP_0718 
0.0007 7.74 69 171 
890 254303559 Proteína hipotética 
FNP_1215 
0.012 -2.92 60 152 
* Umbral de expresión, “+”proteína sobreexpresada, “-“ proteína reprimida  
 
Se identificaron 20 proteínas reprimidas de un total de 49 proteínas diferenciales 
(Tabla 3). La mayoría de estas proteínas reprimidas estaban involucradas en procesos 
de metabolismo y biosíntesis. 
Cuando F. nucleatum creció como biopelícula, 36 proteínas fue sobreexpresadas, 
que correspondía a 31 proteína única (Tabla 3). Se trataba principalmente de proteínas 
implicadas en el transporte, transcripción, traducción, catabolismo del propanodiol y 
proteínas con función desconocida. 
Para caracterizar las funciones de las proteínas expresadas diferencialmente de  
F. nucleatum, las proteínas se clasificaron funcionalmente en nueve categorías, como: 
metabolismo (18%), biosíntesis (12%), traducción y transcripción (10%), catabolismo 
(10%), OMP (6%), transporte (8%), vía del butirato (12%), otros procesos celulares, 
chaperonas (4%) y proteínas no caracterizadas (18%). (Figura 12) 
 




2. Proteínas de la vía del butirato con expresión diferencial 
 
De las siete enzimas involucradas en esta vía, seis se expresaron diferencialmente 
creciendo como el biofilm frente a planctónico:  
- ferredoxina (flavodoxina) oxidorreductasa (PFO), acetil-CoA acetiltransferasa, 
tiolasa (THI) y el complejo butiril-CoA deshidrogenasa (BCD) y subunidad 
alfa de flavoproteína de transferencia de electrones (ETF) estaban 
sobreexpresados;  
- 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (HBD) y la 3-hidroxibutiril-CoA 
deshidratasa (crotonasa, CRT) se reprimian (Figura 13). 
 
Figura 13. La vía del butirato utilizando la base de datos de la vía metabólica KEGG (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes). Los nombres de las proteínas en verde indican que la 
proteína se sobreexpresa en la biopelíkula frente al estado planctónico, y los nombres en rojo 
que se reprimen en la biopelícula frente al estado planctónico.  
PFO: piruvato ferredoxina oxidorreductasa; THI: acetil-CoA acetiltransferasa (tiolasa); HBD: 
3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa; CRT: 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crotonasa); 
BCD: butiril-CoA deshidrogenasa; ETF: subunidad alfa de flavoproteína de transferencia de 
electrones; BAT: butirato-acetoacetato CoA-transferasa subunidad B. 




Figure 14. Gráfico representativo de la actividad enzimática en ambas condiciones de 
crecimiento: A) Tiolasa (acetil-CoA acetiltransferasa) ▲ Planctónico ● Biopelícula B) 3-
hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa ▲ Planctónico ● Biopelícula 
 
En la Figura 14 se presenta un gráfico representativo de cada actividad enzimática 
en ambas condiciones de crecimiento, donde se calculó la pendiente a partir de la 
estimación de la tendencia lineal. Con los datos obtenidos de las pendientes de cada 
una de las gráficas de los dos ensayos enzimáticos, analizado en ambos estados de 
crecimiento (biopelícula o planctónico) la media y la desviación estándar se 










Tabla 4. Valor de la pendiente correspondiente a la disminución de la absorbancia en los 
ensayos enzimáticos de tiolasa y β-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa de F. nucleatum en el 






ΔA303nm (pendiente)  
Media (DE)* 
Biopelícula 500 -5.67 x 10-4 (5.77 x 10-5) 
Planctónico 500 -3.33 x 10-4 (5.77 x 10-5) 
      





ΔA340nm (pendiente)  
Media (DE)* 
Biopelícula 350 -2.33 x 10-4 (5.77 x 10-5) 
Planctónico 350 -8.00 x 10-4 (1.00 x 10-4) 
   
* En todos los casos, las diferencias entre el biofilm y el estado planctónico fueron estadísticamente 











III. Estudio 3: Expresión diferencial de proteínas de P. gingivalis 
 
1. Proteínas identificadas de P. gingivalis  
 
La identificación de proteínas permitió la cuantificación de 7076 péptidos 
correspondientes a 602 proteínas (Figura 15).  
 
Figura 15. Diagrama de Venn, 
número de proteínas identificadas en 
3 réplicas biológicas de cada 





De 565 proteínas identificadas en estado planctónico, 29 eran exclusivas para este 
estado y estaban relacionadas principalmente con el metabolismo, la adhesión célula-
célula, el transporte, el sistema CRISPR y la función de transposones (Tabla 5A). 
Desde el otro lado en el modo de crecimiento de biopelícula se han identificado 573 
proteínas con 37 proteínas exclusivas para este estado. Son proteínas involucradas en 
la virulencia, traducción, transcripción, estrés oxidativo (Tabla 5B).  
 
















Subunidad mayor de fimbrium FimE 54 17 
B2RH58 
 





OMP_b-brl  5 5 
Biosíntesis 
A0A212GA00 27 Prolina-tRNA ligasa 33 11 
A0A0K2J7H0 6 UDP-diacilglucosamina difosfatasa 8 2 
A0A1R4AE12 8 Glicosil transferasa 5 3 
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A0A0K2J600 5 Tetraacilisacárido 4'-quinasa 5 2 
Q7MW51 3 Proteína de unión a penicilina 1A 4 2 
Transporte 





Subunidad B del complejo 
oxidorreductasa  
11 5 
Q7MW66 15 Proteína no caracterizada 7 3 














Subunidad B butirato - acetoacetato 
de CoA-transferasa  
9 2 
A0A254MTR9 8 FtsH Metaloproteasa  6 4 
W1R9F1 14 Fosfotransacetilasa 6 3 
A0A0E2LNV4 4 Peptidasa, S9A/B/C  6 3 
A0A212G9J5 5 Fe-S oxidoreductasa 3 2 
Traducción 






Proteína conservada en el transposón 
conjugado 
6 3 
A0A1R4DW05 15 Proteína de transposón TraN 5 4 
CRISPR 
A0A212G6Q0 4 CRISPR- proteína asociada Cas3 3 2 
Función desconocida 
B2RM86 17 Proteína no caracterizada 19 7 
B2RM56 10 GGDEF  6 4 
A0A254N3Q8 31 DUF4494 6 3 
A0A0E2LSD2 16 Proteína no caracterizada 5 2 
B2RMH6 10 Proteína no caracterizada 3 2 
B2RL09 5 Proteína no caracterizada 3 2 





















Q7MTI5 19 Hemaglutinina HagB 23 7 
B2RKQ6 6 Efflux proteína de la membrana 
externa  
8 3 
















A0A0E2LTI7 12 Glucosiltransferasa 6 4 
A0A0E2LS98 4 Tiol proteasa / hemaglutinina PrtT 4 3 
A0A0E2LQM7 5 L-aspartato oxidasa 3 2 
A0A0E2M4G0 5 Fosfodiesterasa tipo I 2 2 
Metabolismo 
B2RGM8 19 NAD- dependiente desacilasa 18 3 
A0A0E2LS08 21 Guanina desaminasa 13 2 
A0A0K2J3B7 13 Amidohidrolasa 5 3 
A0A0E2LQS4 8 Amidinotransferasa 5 2 
A0A1R4DXE6 12 Glucosamina-6-fosfato desaminasa 4 3 
Traducción, transcripción 
A0A0E2LSG3 7 Ribonucleasa R 18 6 
A0A0E2LPC6 20 Proteína de macrodominio 14 2 
B2RJ07 21 Helicasa dependiente de ATP RuvA 9 2 
A0A134DRV6 8 30S proteína ribosomal S2 7 2 
A0A0E2M337 9 Tirosina recombinasa XerC 5 3 
A0A212GB70 11 50S proteína ribosomal L4 4 3 






proteína que contiene el dominio de 
tiorredoxina 
10 4 





NADH:ubiquinona reductasa ( transl
ocación de H + ) 
3 2 
B2RHM3 20 Proteína de fase estacionaria A 3 2 
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Chaperones 
A0A1R4AFI2 26 Peptidil-prolil cis-trans isomerasa 30 4 
A0A0E2LQ11 18 Peptidil-prolil cis-trans isomerasa 7 4 
A0A0E2LMI7 3 Proteína repetición tetratricopéptido 4 3 
A0A254MY40 11 Peptidil-prolil cis-trans isomerasa 3 2 
Función desconocida 
A0A0E2M4I7 28 Proteína no caracterizada 23 5 
A0A254N032 32 Proteína no caracterizada 21 3 
A0A212GB22 13 Proteína no caracterizada 19 2 
A0A0E2LNZ6 11 Proteína no caracterizada 16 4 
A0A0K2J8F2 10 Proteína no caracterizada 11 3 
B2RHI0 8 Proteína no caracterizada 7 2 
A0A134DQ16 18 Proteína no caracterizada 7 2 
A0A0E2M7N7 19 Proteína no caracterizada 4 2 
* PSMs Biopelícula (peptide-to-spectrum matches) 
 
2.  Proteínas expresadas diferencialmente  
 
Se detectaron 60 proteínas expresadas diferencialmente entre dos condiciones, que 
se encuentran en la Tabla 6. En comparación con las bacterias planctónicas, 26 
proteínas se sobreexpresaban significativamente (p<0.05) en la biopelícula de  
P. gingivalis.  
 
Figura 16: Las funciones de las proteínas expresadas diferencialmente de P. gingivalis 
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Para caracterizar las funciones de las proteínas expresadas diferencialmente de  
P. gingivalis, las proteínas se clasificaron funcionalmente en nueve categorías, como: 
virulencia y OMP (15%), metabolismo (28%), biosíntesis (13%), recombinación de 
ADN y traducción y transcripción (8%), estrés oxidativo (5%), transporte (6%), 
chaperonas (3%), otros procesos celulares (3%) y proteínas no caracterizadas (16%). 
(Figura 16)  
 











Q7MTI5 15 Hemaglutinina HagB 2.98 0.044 
B2RHG3 48 Subunidad menor de fimbrium Mfa3 -2.63 0.029 
B2RLT2 24 Fimbrillin_C  -2.78 0.0214 
B2RH57 22 Subunidad mayor de fimbrium FimC -2.83 0.019 
B2RH59 40 Subunidad mayor de fimbrium FimE -3.1 0.011 
B2RHG1 37 Subunidad menor de fimbrium Mfa1 -3.17 0.009 
R4WWA2 66 Fimbrillin -5.53 0.00001 
R4WWE6 70 Fimbrillin -5.93 0.00001 
OMP 
B2RII3 58 35 kDa  proteína de unión a hemina -2.33 0.0499 
Metabolismo 
A0A0E2LS08 21 Guanina desaminasa 6.64 1E-17 
B2RGM8 19 NAD- dependiente  desacilasa 5.14 0.0003 
T2N7W1 8 Glucosa-6-fosfato isomerasa 
 
3.13 0.0333 
A0A0E2M6E0 19 Proteína de la familia de la 
fosforilasa 
2.95 0.0463 
A0A254MSW4 35 Histidina amoniaco liasa -2.34 0.0489 
A0A254MUX3 43 FolD -2.37 0.0469 
B2RIQ1 72 4- hidroxibutirilo -CoA dehidratasa -2.39 0.0447 
A0A1R4DVA5 13 GTP  pirofosfoquinasa -2.42 0.032 
A0A212G885 23 Fumarato hidratasa clase I -2.64 0.0284 
A0A1R4ADP2 38 Formato - tetrahidrofolato ligasa -2.9 0.0171 
Q7MVJ2 57 Alcohol deshidrogenasa  -3.05 0.0125 
A0A1R4DPH0 49 Acyl-CoA  deshidrogenasa -3.06 0.0122 
 78 
B2RK02 48 Acetato quinasa -3.4 0.0057 
A0A0E2LRN2 13 
 
Coenzima A 4-hidroxibutirato 
transferasa 
-3.51 0.0045 
B2RJU4 68 NADPH-NAD  transhidrogenasa -3.76 0.0024 
A0A0E2M7G9 5 
 
Butirato - acetoacetato CoA-
transferasa  
-4.4 0.0004 
B2RLM6 28 Ferredoxina putativa 4Fe-4S -4.84 0.0001 
Biosíntesis 
Q7MU10 56 Proteína portadora de acilo 3.93 0.0064 






A0A0E2LNT6 4 Tirosina - tRNA ligasa -2.49 0.0304 
B2RIN7 14 Sacaropina deshidrogenasa -2.51 0.0304 
Q7MVC9 5 Glucosil transferasa -2.55 0.0269 
A0A2D2N4L9 35 Metionina - tRNA ligasa -2.59 0.0310 
A0A212GA00 27 Prolina - tRNA ligasa -2.59 0.0313 
Recombinación de ADN, traducción, transcripción 
B2RJ07 21 Helicasa dependiente de ATP RuvA 6.64 1E-17 
B2RGQ9 21 50S  proteína ribosomal L19 3.59 0.0191 
A0A212GB70 11 50S  proteína ribosomal L4 3.47 0.0263 
B2RL61 55 Factor de alargamiento Ts 3.35 0.0219 




 Proteína sobreexpresada en fase 
estacionaria A 
4.41 0.002 
A0A254MKK2 67 Tiol peroxidasa 2.94 0.0476 




Transportador de pequeña 
conductancia MscS  
3.08 0.0370 
A0A0E2LTS7 5 Efflux  transportador  -2.3 0.0414 
B2RLN4 21 Subunidad D de v-ATPasa  -3.08 0.0079 
B2RH85 11 ATPase2   -3.42 0.0039 
Chaperones 
A0A1R4AFI2 26 Peptidil-prolil cis-trans isomerasa 3.54 0.0149 
A0A0E2LR02 5 Chaperona  HtpG -3.14 0.007 
Otros procesos celulares 
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* log2 ratio biopelícula/planctónico 
 
Las proteínas sobreexpresadas estaban implicadas en la virulencia, el metabolismo, 
la biosíntesis, la recombinación de ADN, la traducción, la transcripción, el estrés 
oxidativo, el transporte, los chaperones y otros procesos celulares. Por otro lado, 
encontramos que 34 proteínas, implicadas en la virulencia, OMP, el metabolismo, la 
biosíntesis, estrés oxidativo, transporte se reprimían.  
Las proteínas implicadas en virulencia HagB, SlyD se han sobreexpresado, 
mientras que FimA, FimC, fimE, Mfa1, Mfa3 estaban reprimidos en la biopelícula de 
P. gingivalis. 
Un grupo de proteínas relacionadas con la recombinación del ADN, la traducción y 
la transcripción se expresó diferencialmente, como se demuestra en la Tabla 6. Estas 
proteínas, representadas por RuvA, proteínas ribosomales RplS RplD, TSF fueron 
sobreexpresados en la biopelícula. Además, RuvA fue la proteína expresada de 
manera más diferencial que otras (relación log2 bio / p = 6,64). De manera similar, las 
proteínas ustA, tpx, que están involucradas en la respuesta al estrés oxidativo se han 
sobreexpresado.  
Entre las proteínas implicadas en el metabolismo y la biosíntesis, las proteínas 
FolD, PGN_0727, Fhs, PG_1069, AckA, PGN_1752, TyrS, PGN_0713, PG_1141, 
MetG, ProS fueron reprimidos en comparación con el estado planctónico. Por otro 
lado, una parte del proteinas del metabolismo y la biosíntesis, como Cob, Pgi, AcpP, 
PGN_0830 fueron sobreexpresados en biofilm.  
A0A0E2M7L7 4 PglZ   5.06 0.0003 
Q7MXB3 52 Proteína activadora de secreción 3.55 0.014 
Función desconocida 
A0A0K2J8F2 10 Proteína no caracterizada 6.64 1E-17 
B2RGS8 58 Proteína no caracterizada 6.24 8.4E-06 
A0A0E2M4I7 26 Proteína no caracterizada 5.15 0.0002 
A0A254N032 32 Proteína no caracterizada 5.12 0.0003 
A0A1R4AF04 42 Proteína no caracterizada 3.34 0.0223 
A0A0K2J3K5 12 Proteína no caracterizada 3.3 0.0240 
A0A134DQ16 18 Proteína no caracterizada 3.1 0.0375 
B2RMH6 10 Proteína no caracterizada -2.29 0.0450 
Q7MX91 55 Proteína no caracterizada -2.98 0.0143 
A0A0K2J7Y7 8 Proteína no caracterizada -3.88 0.0014 
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Además, 16,7% de las proteínas expresadas diferencialmente tenían una función 



















































El conjunto de experimentos realizados en esta tesis ha servido para la 
identificación y el análisis del proteoma de tres bacterias orales relacionadas con la 
periodontitis (A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis), a través de la 
comparación en estado planctónico frente al de biopelícula monoespecie. 
Nuestra hipótesis resultó ser verdadera, cada de las bacterias ha mostrado un perfil de 
expresión diferencial, dependiendo del modo de crecimiento. Las proteínas 
identificadas pueden pertenecer a diferentes clases funcionales, entre ellas las 
proteínas relacionadas con el metabolismo energético (incluyendo el catabolismo de 
lípidos y carbohidratos), la organización del citoesqueleto, el crecimiento celular y las 
chaperonas moleculares (Wang y cols., 2009). Proteínas del metabolismo en las tres 
bacterias periodontales estaban reprimidas, esto es consistente con la reducida 
actividad metabólica y con la reducida tasa de crecimiento que ocurre en las 
biopelículas maduras (Donlan y Costerton, 2002; Rathsam y cols., 2005). Las 
bacterias que forman biopelículas son más virulentas que cuando crecen en el estado 
planctónico (Costerton y Wilson, 2004) por lo tanto expresión de las proteínas de 
virulencia, membrana externa, chaperonas estaban evaluadas. Las proteínas de la 
membrana externa de la biopelicula de F. nucleatum estaban reprimidas, en A. 
actinomycetemcomitans se demostró el comportamiento contrario es decir, 
sobreexpresión de las proteínas de la membrana externa (Pham y cols., 2010). Esto 
puede explicarse por el papel diferente de las proteínas de la membrana externa de 
F.nucleatum que actúan como proteínas receptoras para la agregación conjunta con 
otros patógenos orales como P. gingivalis (Kinder y Holt, 1993; Liu y cols., 2014). 
Dado que estas condiciones experimentales implican el crecimiento de una 
biopelícula monoespecie la falta de coagregación con otras especies bacterianas puede 
haber reprimido la expresión de estas proteínas. Esto también es una posible 
explicación de proteínas reprimidas de la membrana externa de P. gingivalis, es el 
hecho de que unas de las propiedades más destacables de P. gingivalis, es que su 
patogenicidad se expresa solo en comunidades microbianas mixtas (Gupta y cols., 
2015).  
Se va proporcionar a continuación información más detallada sobre cada una de las 
tres bacterias anteriormente mencionadas, haciendo una especial referencia a las 
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proteínas identificadas de manera diferencial, así como a los grupos funcionales a los 
que pertenecen 
I. Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
 
En el estudio de la expresión diferencial de A. actinomycetemcomitans se han 
identificado 87 manchas proteícas, que señala a 50 proteínas diferenciales, lo que 
corresponde al 4% del proteoma conocido de A. actinomycetemcomitans (DSMZ 
8324). Había 8 proteínas no identificadas debido a la falta de cantidad suficiente de 
proteína disponible.  
Del total de las proteínas diferenciales, el 74% estaban reprimidas. Mientras que 
el 26% estaban sobreexpresadas. Las proteínas reprimidas fueron principalmente las 
implicadas en funciones de metabolismo, biosíntesis y transporte, lo que es 
consistente con una reducción de la actividad metabólica cuando se encuentran en las 
biopelículas maduras. 
El 92% de las proteínas implicadas en el metabolismo están reprimidas, entre 
ellas destaca la enolasa, la fosfoglicerato quinasa o la fosfogliceromutasa. Solamente 
la dihidrolipoamida acetiltransferasa está sobreexpresada, siendo una proteína 
conocida como factor de longevidad metabólica (Easlon y cols., 2007). 
Todas las proteínas implicadas en la biosíntesis de aminoácidos, cofactores, 
coenzimas, ácido graso estaban reprimidos en la biopelícula. Entre ellos la proteína 
piridoxamina quinasa, que está implicada en el metabolismo de la vitamina B-6 y 
puede servir como una posible diana para los agentes farmacológicos (McCormick y 
Chen, 1999). 
Por otro lado, el 86% de las proteínas implicadas en transporte están reprimidas, 
concretamente, las involucradas en el transporte transmembrana de una amplia gama 
de moléculas, del hierro, aminoácidos, metal, arginina. Dadas las condiciones 
ambientales en la biopelícula la necesidad en este tipo de función parece estar 
reducida (Lefèvre y Boutry, 2018).  
Dado que las bacterias que están formando la biopelícula han demostrado ser 
más virulentas que cuando crecen en condiciones planctónicas (Donlan y Costerton, 
2002), se analizaron las proteínas sobreexpresadas para así, poder evaluar su posible 
papel como factores de virulencia. Entre ellas destacan:  
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- La dihidrolipoamida acetiltransferasa participa en el metabolismo y está 
descrita como fuertemente inmunogénica para Mycoplasma mycoides subsp. 
capri, tanto, que esta proteína se utiliza como el marcador diagnóstico para el 
síndrome “MAKePS”, causado por esta especie bacteriana (Corona y cols., 
2013). 
- Adenilato quinasa. Esta enzima participa en la biosíntesis de ADP. Xiao et al. 
han identificado la adenilato quinasa (ADK, Rv0733) de Mycobacterium 
tuberculosis como un antígeno que induce altas respuestas celulares y de 
anticuerpos en pacientes con tuberculosis activa (Xiao y cols., 2016).  
- Chaperona GroEl. Esta proteína parece actuar directamente con las células de 
reabsorción ósea, como los osteoclastos (Meghji y cols., 1994; Wilson y 
Henderson, 1995). A través de este mecanismo, esta proteína se ha asociado 
con la resorción ósea y se ha identificado como factor de virulencia 
(Kieselbach y cols., 2015). De hecho, otros estudios han demostrado que  
A. actinomycetemcomitans se asocia a resorción ósea a través de diferentes 
mecanismos, como por su lipopolisacárido (Tani y cols., 1995) o el factor de 
la proteólisis en microvesículas (Nowotny y cols., 1982). 
- Proteína de división celular (FtsZ). Esta proteína esencial pertenece a la 
familia del citoesqueleto, ya que forma un anillo citocinético en la mitad de la 
célula y está involucrado en la maquinaria de división que orquesta la división 
celular (Hurley y cols., 2016). Varios autores han destacado el carácter 
inmunogénico de esta proteína en A. actinomycetemcomitans y en otras 
bacterias (Nowalk y cols., 2006). 
- Peroxiredoxinas son peroxidasas de baja eficacia que utilizan tioles como 
reductores y se considera que determinan la virulencia de micobacterias y 
tripanosomátidos (Hofmann y cols., 2002). Kaihami y colaboradores han 
revelado el papel de la peroxiredoxina 1-Cys como un nuevo factor de 
virulencia de Pseudomonas aeruginosa, como mecanismo evasor de las 
defensas del huésped. Asimismo, otros autores también han descrito el papel 
inmunogénico de la proteína de la familia peroxiredoxina 2 en  
A. actinomycetemcomitans  (Kaihami y cols., 2014). 
- Las OMP son proteínas de superficie que cumplen funciones esenciales para la 
célula, entre ellos: la absorción de nutrientes, la adhesión celular, la 
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señalización celular y la exportación de residuos. Para las cepas patógenas, 
muchas de estas OMPs también sirven como factores de virulencia para la 
captación de nutrientes y la evasión de los mecanismos de defensa del huésped 
(Rollauer y cols., 2015). 
II. Fusobacterium nucleatum 
 
En el estudio 2 se han identificado un total de 62 manchas proteícas que han 
representado 49 proteínas únicas, lo que corresponde al 3% del proteoma conocido 
del F. nucleatum (DSM 20482), 6 proteínas no eran identificadas debido a la falta de 
cantidad suficiente de proteína disponible. De estas proteinas diferenciales, el 41% 
eran proteínas reprimidas y el 59% sobreexpresadas. 
La mayoría de las proteínas reprimidas de F. nucleatum estaban involucradas en 
procesos de metabolismo y biosíntesis. Este hecho puede explicarse, ya que en estado 
de crecimiento de la biopelícula, las bacterias tienen una actividad metabólica 
reducida (Donlan y Costerton, 2002; Rathsam y cols., 2005; Sauer, 2003). Estos 
resultados son consistentes con otras investigaciones que también han estudiado la 
expresión diferencial de proteínas en bacterias que crecen en la biopelícula (Llama-
Palacios y cols., 2017; Pham y cols., 2010). En esta investigación, las OMP (FomA, 
OMPA e OMPW) se reprimían cuando las bacterias crecían en estado de la 
biopelícula. En otros estudios, con otras bacterias, se ha reportado el comportamiento 
contrario, es decir, sobreexpresión de OMP al crecer en biofilm (Pham y cols., 2010). 
Esto puede explicarse por el papel diferente de las proteínas de la membrana externa 
en el biofilm de F. nucleatum. FomA ha sido reconocido como un inmunógeno 
importante de F. nucleatum (Bakken y cols., 1989; Mallison y cols., 1991), que actúa 
como una proteína receptora para la agregación conjunta con otras bacterias 
patógenas orales como P. gingivalis (Kinder y Holt, 1993; Liu y cols., 2010). 
Teniendo en cuenta que estas condiciones experimentales implican el crecimiento de 
la biopelícula monoespecie, la falta de coagregación con otras especies bacterianas 
puede haber reprimido la expresión de estas proteínas. 
Cuando F. nucleatum creció como la biopelícula, las proteínas sobreexpresadas 
correspondían a proteínas implicadas en el transporte, transcripción, traducción, en el 
catabolismo del propanodiol y proteínas con función desconocida. La sobreexpresion 
de las proteínas implicadas en el transporte puede explicarse, ya que las comunidades 
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bacterianas sésiles pueden resistir mejor a los compuestos antimicrobianos (como los 
antibióticos) que sus contrapartes planctónicas no adheridas (Costerton y Wilson, 
2004) y el sistema efflux de estas sustancias podría realizarse a través de ATP-binding 
cassette (ABC)(Vuotto y cols., 2017; Yoon y cols., 2015). Otros grupos de proteínas 
sobreexpresadas en el crecimiento del biofilm de F. nucleatum fueron las proteínas 
involucradas en la transcripción y traducción. Entre aquellas con función de 
transcripción, identificamos el represor LexA. La red SOS regulada por LexA es una 
respuesta bacteriana al daño del ADN de origen metabólico o ambiental. LexA 
también controla varios otros genes que codifican factores de virulencia. (Walter y 
cols., 2015). Esta proteína sobreexpresada esta asociada con la formación de 
biopelículas en diferentes bacterias como Clostridium difficile (Walter y cols., 2015), 
Clostridium ijungdahlii (Philips y cols., 2017), y Pseudomonas aeruginosa 
(Chellappa y cols., 2013).  
La proteína NusG es un factor de elongación transcripcional bacteriano 
involucrado en la terminación y anti-terminación de la transcripción (Teh y cols., 
2017). En F. nucleatum, el gen nusG se ha utilizado como el marcador para detectar 
estas bacterias en muestras clínicas de pacientes con cáncer colorrectal. 
En cuanto a las proteínas implicadas en la traducción, las proteínas ribosómicas 
L3, L6 y L10 estaban sobreexpresadas. L6 es necesario para la síntesis de proteínas 
eficiente, por lo tanto, no es sorprendente que las células con L6 defectuosa crecería 
lentamente (Proctor y cols., 2014). Dado que a estas proteínas se les ha asignado un 
papel específico en la resistencia a los agentes antimicrobianos (Klitgaard y cols., 
2015; Proctor y cols., 2014) y en la capacidad de adaptarse al estrés (Castro y cols., 
2015), su sobreexpresión en el crecimiento de la biopelícula puede explicar la mayor 
resistencia a los compuestos antimicrobianos cuando las bacterias forman biopelículas 
(Stewart y Costerton, 2001). 
Sobre las proteínas implicadas en el catabolismo del propanodiol, el operón pdu 
forma parte de una vía metabólica implicada en el metabolismo de la fucosa (Walter y 
cols., 1997). La capacidad de metabolizar la fucosa (un componente principal del 
moco intestinal) se ha asociado a la virulencia de las bacterias enteropatógenas, ya 
que proporciona una ventaja competitiva para la invasión, colonización y persistencia 
intestinal dentro de los macrófagos (Adkins y cols., 2006). Dado que varios autores 
han sugerido que la expresión de proteínas Pdu contribuye a la patogénesis de algunas 
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bacterias (Adkins y cols., 2006; Dogan y cols., 2014) y se correlaciona con una mayor 
invasión celular (Dogan y cols., 2014)  probablemente, su sobreexpresión en  
F. nucleatum cuando crece en la biopelícula, puede justificar el aumento de la 
invasividad de esta bacteria cuando se encuentra en un estado de la biopelícula.   
- Proteínas de la vía del butirato con expresión diferencial 
La producción de ácido butírico como producto principal de la fermentación de 
glucosa y peptona, junto con los componentes lipídicos característicos, diferencia 
Fusobacterium de otros bacilos anaeróbicos, gramnegativos y no formadores de 
esporas (Bolstad y cols., 1996). La síntesis de butirato a partir de piruvato en  
F. nucleatum utilizando la base de datos de vías metabólicas de la Enciclopedia de 
genes y genomas de Kyoto (KEGG) (Ogata y cols., 1999), se representa en la Figura 
11. 
De las siete enzimas involucradas en esta vía, seis se expresaron diferencialmente 
creciendo como la biopelícula vs. planctónico. Dado que prácticamente toda la vía 
está regulada por el estado de crecimiento (biopelícula o planctónico) en el que se 
encuentran las bacterias, pensamos que esta expresión diferencial puede ser 
importante para su virulencia. Si miramos otras bacterias, para T. forsythia, la vía de 
producción de butirato estaba marcadamente reprimida en la biopelícula, pero en este 
caso, las bacterias producen este metabolito como un producto final del metabolismo 
del glutamato y el aspartato (Pham y cols., 2010). En esta investigación, la expresión 
diferencial de las proteínas pertenecientes a la vía del butirato deriva del piruvato, y, 
por tanto, probablemente, tienen diferentes procesos de regulación. Jorth y cols utilizó 
muestras de pacientes sanos y enfermos emparejadas para comparar la expresión 
génica de 160.000 genes en comunidades periodontales sanas y enfermas. En las 
localizaciones enfermas se mostró una expresión génica aumentada, sobre todo 
asociada a vías específicas, tales como la fermentación de lisina a butirato y la 
fermentación de piruvato, y siendo estas vías relevantes en bacterias patógenas, 
probablemente contribuyan al proceso de la enfermedad (Jorth y cols., 2014). Estos 
autores atribuyeron a cambios en la expresión génica de F. nucleatum como 
relevantes durante la periodontitis, al producir un metabolito (butirato), que establece 
un entorno de crecimiento favorable para comunidades bacterianas asociadas a 
enfermedad, con el concomitante aumento de la producción de ácidos grasos de 
cadena corta como el butirato, que se han encontrado en tasas elevadas durante el 
inicio y la progresión de las enfermedades periodontales (Jorth y cols., 2014). 
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Además, se describió que el butirato y el propionato, productos finales del 
metabolismo de la placa dental, pueden tener un papel etiológico en las enfermedades 
periodontales (Singer y Buckner, 1981). El butirato afecta a la progresión del ciclo 
celular de los fibroblastos (Chang y cols., 2013), e inhiben la proliferación de 
linfocitos y la producción de citocinas (Kurita-Ochiai y cols., 1995). Todos estos 
factores pueden vincular los resultados de esta investigación con la patogenicidad de 
F. nucleatum cuando crece en estado de biopelícula.  
También se sabe que F. nucleatum forma parte de la microbiota intestinal y 
mantiene la homeostasis intestinal regulando diversas actividades biológicas como 
barrera de la mucosa, funciones metabólicas e inmunológicas (Holmes y cols., 2012). 
Diferentes estudios han informado que F. nucleatum se encontró en concentraciones 
más altas en muestras de cáncer colorrectal en comparación con controles sanos 
(Kostic y cols., 2013; Mira-Pascual y cols., 2015). Además, el butirato tiene un papel 
clave en el mantenimiento de la homeostasis intestinal y la integridad epitelial, ya que 
sirve como la principal fuente de energía para los colonocitos y juega un papel crítico 
en la salud y la enfermedad. El butirato se sintetiza a través del piruvato y la 
acetilcoenzima A, principalmente por la descomposición de polisacáridos complejos 
que escapan a la digestión en el tracto gastrointestinal superior y llegan al colon 
(Louis y Flint, 2009).  
Toda esta información junto con la expresión diferencial de las enzimas que 
forman parte de la vía del butirato cuando de F. nucleatum forma la biopelícula, 
parecen indicar la importancia de la virulencia de esta bacteria tanto en las 
enfermedades periodontales como en los carcinomas colorrectales humanos. 
 
III. Porphyromonas gingivalis 
 
En esta investigación se han identificado un total de 602 proteínas, con un 
mínimo de dos péptidos, correspondientes al 29,8% del proteoma de P. gingivalis 
ATCC 33277. Entre este conjunto de proteínas, el 89% eran comunes a los proteomas 
de las muestras planctónicas y de biopelícula. 6,2% (37/602) de las proteínas se 
encontraron exclusivamente en el modo de crecimiento de biopelícula y 4,8% 
(29/602) en planctónico. Estos resultados están de acuerdo con los resultados de Favre 
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y colaboradores (Favre y cols., 2018) y significan que la mayoría de las proteínas eran 
comunes a ambos estados fisiológicos.  
Las proteínas que eran únicas y sobreexpresadas en la biopelícula pertenecen a 
diferentes categorías funcionales, entre ellas proteina HagB, que ha sido implicada en 
la virulencia y juega un papel en la adherencia de los microorganismos orales a las 
superficies de los tejidos, lo cual es un evento inicial importante en la patogénesis de 
enfermedades, tanto orales como vasculares (Beck y cols., 2001; Progulske­Fox y 
cols., 1995; Song y cols., 2005) y su eliminación del genoma de ATCC33277 mostró 
una disminución de 10 veces en su capacidad de adhesión a las células H357, 
destacando que hagB juega un papel importante en la mediación de una adhesión 
estable, incluso en cepas fimbriadas (Connolly y cols., 2017; Katz y cols., 1999). 
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 tiene dos tipos distintos de fimbrias 
compuestas por fimbrilinas, FimA (que median la colonización de los tejidos 
periodontales y la invasión de las células huésped, promueven la formación inicial de 
biopelículas monoespecies) (Amano y cols., 2004) y Mfa1 (tienen funciones 
supresoras y reguladoras durante el desarrollo de biopelículas homotípicas) 
(Kuboniwa y cols., 2009).  
En el estudio 3, las proteínas de virulencia, minor fimbrium subunit Mfa1, minor 
fimbrium subunit Mfa3, Fimbrillin A, Fimbrillin C, mayor fimbrium subunit FimC, 
mayor fimbrium subunit FimE estaban reprimidas. Aunque estos resultados pueden 
parecer contradictorios, en el análisis comparativo de expresión génica de  
P. gingivalis ATCC 33277, realizado por nuestro grupo de investigación, uno de los 
componentes menores de las fimbrias A, apareció reprimido en la biopelícula 
(Romero-Lastra y cols., 2017).  
La función del ribosoma consume hasta el 40% de la energía de la célula en 
bacterias de crecimiento rápido (Maguire, 2009). Es por ello en esta investigación, 
varias proteínas ribosomales (RplS, RplD, RpsB) y proteínas relacionadas con la 
función ribosómica (TSF, Rnr, RuvA) estaban sobreexpresadas o solo se identificaron 
en crecimiento en la biopelícula, lo que coincide con el estudio de Moon y cols 
(Moon y cols., 2014). Muchas proteínas ribosómicas pueden actuar como las 
proteínas autorreguladoras y pueden regular la producción de proteínas que 
pertenecen a diferentes subunidades. Por lo tanto, la proteína sobreexpresada L4 
puede regular la producción de seis proteínas de su propia subunidad y cuatro de la 
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subunidad pequeña (Maguire, 2009). Aún se necesitan más estudios para explorar la 
síntesis de proteínas ribosómicas en P. gingivalis. 
La enzima pantotenato sintetasa fue identificada en el modo de crecimiento de la 
biopelícula de P. gingivalis. La biosíntesis de pantotenato es esencial para la síntesis 
de la coenzima A y la proteína transportadora de acilo en M. tuberculosis y S. aureus 
(Devi y cols., 2015; Pradhan y Sinha, 2018; Wang y cols., 2019; Wang y Eisenberg, 
2003). La sintetasa pantotenato (PanC) se ha identificado como una diana potencial 
para agentes antimicrobianos (Mdluli y Spigelman, 2006). 
Otro grupo de interés forman las chaperonas, moléculas importantes, 
involucradas en el crecimiento y mantenimiento celular (Ellis y van der Vies, 1991). 
Entre ellos SlyD, una metalo-chaperona, sobreexpresada en este estudio, es una 
proteína bacteriana de dos dominios con actividades de peptidil-prolil isomerasa, 
unión de níquel y chaperona (Kovermann y cols., 2013; Scholz y cols., 2006). Debido 
a sus funciones celulares cruciales, las chaperonas podrían ser un nuevo objetivo y 
una nueva estrategia para contrarrestar la aparición de resistencia a múltiples 
fármacos (Kumar y Balbach, 2017). 
Al mismo tiempo, la chaperona bacteriana proteína G (HtpG), un miembro de la 
familia de proteínas Hsp90, que participa en la protección de las células contra una 
variedad de estreses ambientales (Grudniak y cols., 2015) estaba reprimida, así como 
otra proteína del estrés oxidativo (SodB), lo que coincide con los datos reportados por 
nuestro grupo de investigación (Romero-Lastra y cols., 2017). 
La proteína asociada a CRISPR (the clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats) fue identificada en el estado planctónico. Los sistemas asociados 
a CRISPR (Cas) proporcionan una inmunidad adaptativa basada en secuencias contra 
elementos genéticos móviles (Marraffini, 2015). Estudios recientes han demostrado 
que el sistema CRISPR / Cas, además de su función clásica está involucrado en la 
formación de las biopelículas, reparación de ADN, quórum sensing y evasión 
inmunitaria (Cady y O’Toole, 2011; Louwen y cols., 2014; Sampson y Weiss, 2014; 
Zegans y cols., 2009). Es importante destacar que la eliminación del gen cas3 en 
Salmonella la hizo menos patogenica para las células del huésped (Cui y cols., 2020). 
La proteína involucrada en la biosíntesis del lípido A, LpxK 
(Tetraacyldisaccharide 4'-kinase), se identificó en el modo de crecimiento 
planctónico de P. gingivalis. Es una enzima esencial sin rutas sintéticas alternativas, 
cuya concentración influye a una tasa de producción del lípido A (Emiola y cols., 
 91 
2014) y es una posible diana enzimática potencial para el desarrollo de agentes anti-
































IV. Limitaciones y dificultades de la investigación 
 
La limitación principal de las investigaciones proteómicas es la complejidad de 
las estructuras biológicas y los procesos fisiológicos de la cavidad oral, que es difícil 
de reproducir en un proceso experimental. Los tres estudios se han realizado con la 
presencia de una única bacteria por lo que la biopelícula era monoespecie. Con este 
tipo de estudios es muy difícil extrapolar los resultados obtenidos in vitro a in vivo, 
porque no se puede simular las condiciones complejas existentes en la cavidad oral. 
Por otro lado, la cantidad de proteína que se obtiene procedente de la bacteria 
cuando está formando biopelícula es muy limitada. Por eso en el tercer estudio, en el 
estudio de expresión diferencial de Porphyromonas gingivalis, en vez de utilizar 
electroforesis bidimensional, hemos utilizado otra herramienta proteica, como la 
cromatografía multidimensional acoplada a la espectrometría de masas. Además la 
preparación de las muestras para un análisis proteómico es un trabajo delicado y 
requiere experiencia laboral. 
 
V. Implicaciones de la investigación 
 
Las herramientas proteómicas modernas pueden proveer un análisis global de las 
proteínas expresadas. Las proteínas son macromoléculas funcionales de las bacterias, que 
definen el fenotipo bacteriano y las funciones que realiza tanto dentro como fuera de la 
célula. La identificación y expresión diferencial de proteínas es importante para 
comprender su metabolismo la formación de biopelículas, la colonización e interacción 
con el huésped así como la existencia de factores de virulencia bacteriana específicos. 
Todo eso podría revelar nuevos conocimientos sobre las vías reguladoras centrales y las 
estrategias de adaptación del crecimiento de las biopelículas bacterianas y lo que es más 
importante, las proteínas son dianas preferidas para agentes terapéuticos y pruebas de 
diagnóstico, por lo que el análisis proteómico suministra de antígenos potenciales para 





































Las bacterias orales relacionadas con la periodontitis (A. actinomycetemcomitans, 
F. nucleatum, P. gingivalis) demuestran una expresión protéica diferencial 
dependiendo de si se encuentran formando biopelícula o en un estado planctónico. 
- Estudio 1: 87 proteínas de A. actinomycetemcomitans se expresaron 
diferencialmente, siendo 13 sobreexpresadas y 37 reprimidas. Las proteínas 
sobreexpresadas fueron OMPs y proteínas altamente inmunogénicas, las 
reprimidas fueron principalmente proteínas implicadas en el metabolismo, la 
biosíntesis y el transporte. 
- Estudio 2: 68 proteínas de F. nucleatum se expresaron diferencialmente, 
siendo 20 proteínas reprimidas y 31 sobreexpresadas. Las proteínas reprimidas 
pertenecían al metabolismo, biosíntesis y eran proteínas de la membrana 
externa; y sobreexpresadas fueron proteínas implicadas en el metabolismo, 
transcripción, traducción, transporte y proteínas con función desconocida. 
- Estudio 3: en total se identificaron 602 proteínas, 565 cuando P. gingivalis 
creció en estado planctónico y 573 en biopelícula, con 29 y 37 proteínas 
exclusivas, respectivamente. Las proteínas reprimidas participaron 
principalmente en el metabolismo, la biosíntesis y la síntesis de fimbrias y las 
proteínas sobreexpresadas participaron en la transducción, el estrés oxidativo 
y otras proteínas de función desconocida. 
Se deben realizar más investigaciones para aclarar el papel de estas proteínas 
específicas en la virulencia de las bacterias periodontales y su uso potencial tanto 
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